Expression of transciption factor NANOG in precancerous lesions and squamous cell carcinoma of oral cavity by Grubelnik, Gašper
 
 



















IZRAŽANJE TRANSKRIPCIJSKEGA DEJAVNIKA NANOG PRI 
PREDRAKAVIH SPREMEMBAH IN PLOŠČATOCELIČNEM 



























UNIVERZA V LJUBLJANI 
MEDICINSKA FAKULTETA 
INTERDISCIPLINARNI DOKTORSKI ŠTUDIJSKI PROGRAM BIOMEDICINA 










IZRAŽANJE TRANSKRIPCIJSKEGA DEJAVNIKA NANOG PRI PREDRAKAVIH 






EXPRESSION OF TRANSCRIPTION FACTOR NANOG IN PRECANCEROUS 







































Grubelnik, G. Izražanje transkripcijskega dejavnika NANOG pri predrakavih spremembah in PR ustne votline. 






IZRAŽANJE TRANSKRIPCIJSKEGA DEJAVNIKA NANOG PRI PREDRAKAVIH SPREMEMBAH IN 
PLOŠČATOCELIČNEM RAKU USTNE VOTLINE 
 
Imenovanje mentorice in somentorice na seji senata UL dne 13. novembra 2018 
 
Komisija za oceno in zagovor imenovana na seji senata UL MF dne 12. marca 2018 
 
Datum zagovora: 19. april 2021 
 
 
Mentorica:    prof. dr. Nina ZIDAR 
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Inštitut za patologijo  
Somentorica:    znanst. sod. dr. Emanuela BOŠTJANČIČ 
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Inštitut za patologijo  
 
 
Predsednica komisije:   prof. dr. Metka RAVNIK-GLAVAČ 
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Inštitut za biokemijo in 
molekularno genetiko 
Članica:    prof. dr. Nataša IHAN HREN 
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Katedra za 
maksilofacialno in oralno kirurgijo  
Član:     prof. dr. Uroš POTOČNIK 
Univerza v Mariboru, Medicinska fakulteta, Center za humano 
molekularno genetiko in farmakogenomiko 
 
Podpisani izjavljam, da je disertacija rezultat lastnega raziskovalnega dela. Izjavljam, da je 
naloga, ki sem jo oddal v elektronski obliki, identična tiskani različici. 
Gašper GRUBELNIK  
Grubelnik, G. Izražanje transkripcijskega dejavnika NANOG pri predrakavih spremembah in PR ustne votline. 




Ploščatocelični rak (PR) ustne votline se razvije preko ploščatoceličnih intraepitelijskih 
sprememb (PIS) kot posledica večstopenjskega procesa kopičenja somatskih mutacij in 
spremenjenega izražanja različnih genov, med katerimi je tudi NANOG. NANOG je 
transkripcijski dejavnik, ki je ključen v embrionalnem razvoju, kasneje pa sodeluje v razvoju 
različnih malignomov. Raziskali smo vlogo in diagnostični pomen ter regulacijo NANOG na 
proteinskem, RNA in DNA nivoju v PIS in PR ustne votline. 
V raziskavo smo vključili 367 biopsijskih tkivnih vzorcev 172 bolnikov s PR in PIS ustne 
votline ter 30 vzorcev normalne ustne sluznice. Uporabili smo imunohistokemijo, qPCR in 
sekvenciranje po Sangerju. Na nivoju mRNA je bil NANOG izražen v vseh vzorcih, izražanje 
je bilo najnižje v normalni sluznici in najvišje v PIS visoke stopnje, v PR se je izražanje 
ponovno znižalo. Protein v normalni sluznici ni bil izražen, ponovno se je aktiviral v procesu 
kancerogeneze, intenzivnost je naraščala od blede reakcije v PIS nizke stopnje do močnega 
izražanja v PIS visoke stopnje in PR. Regulatorne miRNA in lncRNA so pokazale korelacijo z 
izražanjem NANOG. Spremenjenega števila kopij NANOG in spremenjene metilacije 
promotorja NANOG nismo zaznali.  
Naši rezultati kažejo, da se izražanje NANOG na nivoju proteina utiša pred rojstvom in se 
ponovno izrazi v PIS visoke stopnje in PR, zato bi ga lahko uporabili kot diagnostični 
označevalec za natančnejšo opredelitev PIS. V procesu kancerogeneze se je izražanje 
NANOG mRNA razlikovalo od izražanja proteina NANOG, kar kaže na pomembno vlogo 
regulacije na posttranskripcijskem nivoju, z miRNA in lncRNA, poleg mRNA proteinskih 
regulatorjev kot ključnih regulatornih mehanizmov. Metilacija promotorja in spremenjeno 
število kopij imata pri regulaciji NANOG manjšo vlogo. Ugotovili smo tudi, da morfološko 
normalna sluznica ob raku že kaže spremembe v izražanju NANOG in njegovih regulatorjev 
in se torej pomembno razlikuje od morfološko normalne sluznice zdravih oseb. Z raziskavo 
smo prispevali nova spoznanja o vlogi NANOG v procesu razvoja PR ustne votline. 
Ključne besede: ploščatocelični rak ustne votline, ploščatocelične intraepitelijske 
spremembe ustne votline, Nanog, transkripcijski dejavnik, diagnostični označevalec. 
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Oral squamous cell carcinoma (OSCC) develops from normal epithelium via squamous 
intraepithelial lesions (SILs) as result of a multistep process, characterized by accumulation 
of altered gene expression, including NANOG. NANOG is a transcription factor, playing 
crucial role in embryonal development, later it can contribute to cancer development. We 
analysed diagnostic significance and regulation of NANOG on protein, RNA and DNA levels 
in oral SILs and OSCC. 
Our study included 367 biopsy tissue samples from 172 patients with oral SCC and SILs, and 
30 samples of normal oral mucosa. Immunohistochemistry, qPCR and Sanger sequencing 
were used. At mRNA level, NANOG was expressed in all samples, expression was low in 
normal mucosa and intensive in high grade SILs, in OSCC it was decreased. At protein level, 
NANOG was not found in normal mucosa, it was re-expressed in cancerogenesis, ranging 
from mild staining in low grade SILS to strong staining in high grade SILs and OSCC. 
Regulatory miRNAs and lncRNAs correlated with expression of NANOG, whereas copy 
number variation and promoter methylation were not changed. 
Our results suggest that expression of NANOG protein is silenced before birth and re-
expressed in high grade SILs and OSCC and could be thus used as a diagnostic marker for 
classifying SILs. The expression of NANOG mRNA was different than the expression of 
NANOG protein, indicating an important role of post-transcription regulation, with miRNA 
and lncRNA as the key regulatory mechanisms beside protein regulators. Methylation of its 
promoter and copy number variation probably have a minor role in the regulation of 
NANOG expression. We also observed that morphologically normal mucosa adjacent to 
cancer showed an altered expression of NANOG and its regulators, in contrast to 
morphologically normal mucosa of healthy persons. Our results thus contributed new 
insights into the role of NANOG in the development of OSCC. 
Keywords: oral squamous cell carcinoma, oral squamous intraepithelial lesions, Nanog, 
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1.1 Ploščatocelični rak ustne votline 
Ploščatocelični rak (PR) predstavlja več kot 90 % vseh primerov raka na področju glave in 
vratu [Vigneswaran in Williams, 2015]. PR ustne votline je kljub napredku v razumevanju 
etiopatogeneze in novim načinom zdravljenja še vedno povezan z visoko incidenco in 
smrtnostjo po vsem svetu. Za boljše preživetje bolnikov s PR je ključno zgodnje odkrivanje. 
Kljub temu, da je področje ustne votline enostavno dostopno za vizualni pregled, večino 
primerov PR odkrijejo pozno, verjetno zato, ker v začetnih fazah razvoj PR poteka večinoma 
asimptomatsko. Kot zlati standard za diagnostiko še vedno velja histopatološka analiza  
odvzetih biopsijskih vzorcev [Bray in sod., 2018; Chow, 2020; Ferlay in sod., 2019; Joseph, 
2002; Johnson in sod., 2020; Vigneswaran in Williams, 2015; Yap in sod., 2020]. V Sloveniji 
je povprečna incidenca raka ustne votline in žrela 259 ± 78 (1961- 2016), povprečna 
umrljivost 151 ± 15 smrtnih primerov (1985-2016) ter opazovano povprečno petletno 
preživetje 30,4 ± 9 % (1985-2010), za oba spola skupaj [Zadnik in Žagar, 2020]. 
Z razvojem PR povezujejo mnoge etiološke dejavnike, med katere sodijo različni kemični in 
fizikalni dejavniki v okolju ter mikroorganizmi. Med njimi sta najpomembnejša kajenje in 
uživanje alkohola. Dejavniki lahko privedejo do aktivacije onkogenov ali inhibicije tumor 
supresorjev. PR se najpogosteje pojavlja pri starejših bolnikih, v večjem deležu pri moških 
[Johnson in sod., 2020].  
V razvoju PR se začnejo epitelijske celice nekontrolirano deliti [Yap in sod., 2020]. PR se 
razvije iz epitelijskih celic preko ploščatoceličnih intraepitelijskih sprememb (PIS), ki jim 
pravimo tudi displazija in jih uvrščamo med predrakave spremembe [de Vicente in sod., 
2019]. PIS na osnovi morfoloških sprememb in stopnje tveganja za razvoj PR glede na 
veljavno klasifikacijo Svetovne zdravstvene organizacije delimo na PIS nizke stopnje in na 
PIS visoke stopnje; skupina PIS visoke stopnje vključuje tudi rak in situ (carcinoma in situ, 
CIS) [Cho in Song, 2018; Takata in Slootweg, 2017]. Razvoj PR je posledica večstopenjskega 
procesa, povezanega s progresivnim kopičenjem genetskih sprememb, ki vodijo k nastanku 
populacij klonov transformiranih epitelijskih celic [de Vicente in sod., 2019]. Za 
razumevanje kancerogeneze PR je ključno, da razumemo kompleksno celično uravnavanje 
tudi na molekularnem nivoju, ki omogoča vzdrževanje integritete nenehno obnavljajočih se 
celic epitelija ustne votline. V kancerogenezo so vpletene tudi različne nekodirajoče RNA, 
spremenjeno število kopij genov, mutacije in epigenetske modifikacije, kot so metilacija in 
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modifikacije histonov. Vse te spremembe lahko vodijo ali pa so posledica spremenjenega 
izražanja različnih genov in posledično proteinov, med katerimi je tudi NANOG, ki so 
vpleteni v različne celične signalne poti [Grubelnik in sod., 2020a; Johnson in sod., 2020; 
Yap in sod., 2020].  
1.2 Transkripcijski dejavnik NANOG 
NANOG je DNA vezavni transkripcijski dejavnik, označevalec matičnih celic, in je del 
kompleksnega regulatornega sistema s pomembno vlogo pri regulaciji celične smrti in 
proliferacije [Grubelnik in sod., 2020a; Mato Prado in sod., 2015]. Izražen je v humanih 
zarodnih celicah in je ključen v embrionalnem razvoju [Grubelnik in sod., 2020a; Chambers 
in sod., 2003; Mitsui in sod., 2003]. NANOG so v dveh različnih raziskovalnih skupinah prvič 
opisali leta 2003 in ga poimenovali po keltski mitološki pokrajini večne mladosti ̀ Tir Na Nog` 
[Chambers in sod., 2003; Mitsui in sod., 2003]. NANOG je uradni simbol za gen s polnim 
imenom NANOG homeozaporedje (angl. NANOG homebox), ki ima tudi dve drugi oznaki 
FLJ12581 in FLJ40451 [Howe in sod., 2019; Yates in sod., 2017].  
Zapis za NANOG se nahaja na krajši ročici 12. kromosoma, s kromosomsko lokacijo 
12p13.31 [Booth in Holland, 2004; Mato Prado in sod., 2015]. Zaporedje gena je sestavljeno 
iz 5182 nukleotidov, iz 4 eksonov (kodirajoče zaporedje), ki jih ločuje intronsko 
(nekodirajoče) zaporedje [Howe in sod., 2019]. Poleg gena NANOG je v humanem genomu 
prisotnih še 11 psevdogenov NANOG (NANOGP1-NANOGP11). Psevdogeni NANOGP2-
NANOGP11, z izjemo NANOGP8, vsebujejo v zaporedju stop kodon. Psevdogen NANOGP1 
vsebuje homologno zaporedje eksonov in intronov gena NANOG in predstavlja njegovo 
tandemsko ponovitev. Nahaja se na istem kromosomu v isti orientaciji s 97 % ujemanjem 
nukleotidnega zaporedja NANOG, vendar se NANOGP1 ne prevede v funkcionalen protein, 
ker ima v začetnem delu zaporedja stop kodon. Ostalih 10 psevdogenov je procesiranih, 
nastali so z retrotranspozicijo mRNA NANOG. Nimajo intronskega zaporedja in imajo 
promotorske elemente, ki so drugačni od promotorskih elementov pri NANOG. Med njimi 
je izjema NANOGP8, psevdogen oziroma retrogen, ki ima edini funkcionalen odprti bralni 
okvir in se lahko prevede v protein, katerega izražanje so pokazali pri več različnih celičnih 
linijah raka in pri različnih rakih ter njegovo izražanje povezali z onkogeno vlogo. Zapis zanj 
se nahaja na kromosomu 15. Od proteina NANOG se razlikuje v eni aminokislini [Booth in 
Holland, 2004; Palla in sod., 2014; Mato Prado in sod., 2015; Zhang in sod., 2006]. 
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Nukleotidno zaporedje NANOG vsebuje zapis za protein, sestavljen iz 305 aminokislin, ki ga 
lahko razdelimo na tri regije, terminalno domeno N (N, aminokisline 1-94), vezavno 
homeodomeno za DNA (H, aminokisline 95-154) in terminalno domeno C (C, aminokisline 
155-305). Terminalno domeno C lahko nadalje razdelimo na domeno, bogato s triptofanom 
(W, aminokisline 196-240), in na regiji pred (C1, aminokisline 155-195) in za (C2, 
aminokisline 241-305) domeno W. Terminalna domena C je pomembna za transkripcijsko 
aktivnost NANOG [Chang in sod., 2009; Jauch in sod., 2008]. 
NANOG je vpleten v različne regulatorne poti, spremenjeno izražanje so pokazali pri mnogih 
rakih, tudi pri PR ustne votline [Gong in sod., 2015; Grubelnik in sod., 2020a; Jeter in sod. 
2015]. Protein NANOG naj bi bil vpleten v regulacijo izražanja več sto tarčnih genov z vezavo 
na njihove promotorske elemente s posrednim vplivom na izražanje mnogih proteinov 
[Mato Prado in sod., 2015; Nettersheim in sod., 2011; Rodrigues in sod., 2018; van Schaijik 
in sod., 2018; Wang, S. in sod., 2018; Yu in Cirillo, 2020]. 
1.2.1 NANOG v razvoju in odrasli dobi 
Razvoj večceličnega organizma iz enocelične zigote je zelo natančno reguliran proces, v 
uravnavanje katerega je vključenih mnogo genov, med njimi je tudi NANOG [Cui in Mager, 
2018]. NANOG je zelo pomemben transkripcijski dejavnik v predimplantacijskem in 
embrionalnem razvoju. Med razvojem NANOG vzdržuje pluripotentnost celic in regulira 
druge pluripotentne gene, izražanje pa z napredovanjem diferenciacije matičnih celic 
progresivno pada [da Cunha in sod., 2013; Gong in sod., 2015; Hambiliki in sod., 2012; Hoei-
Hansen in sod., 2005; Mato Prado in sod., 2015; Yu in Cirillo, 2020]. O izražanju NANOG v 
procesu humanega razvoja je kljub njegovi pomembni vlogi malo podatkov.  
Na nivoju mRNA so NANOG zaznali v predimplantacijski stopnji razvoja, od 8-celične 
stopnje naprej, v posameznih celicah morule, v celicah epiblasta med transformacijo iz 
notranje celične mase ter v notranji celični masi blastociste. V trofoektodermu mRNA 
NANOG niso zaznali [Hambiliki in sod., 2012]. 
Med fetalnim razvojem so NANOG zaznali pri razvoju ovarija, v obdobju 5,5 – 15 tednov po 
oploditvi, z nižanjem izražanja v poznejših razvojnih stopnjah [Kerr in sod., 2008]. Močno 
izražanje NANOG so zaznali tudi v večini fetalnih gonocitov v testisih do 20. gestacijskega 
tedna, kasneje so zaznali le posamezne pozitivne celice, po 42. tednu pa izražanja niso več 
zaznali [Hart in sod., 2005; Hoei-Hansen in sod., 2005]. NANOG so zaznali tudi v celicah 
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fetalnih zobnih brstov [da Cunha in sod., 2013] in v srčnih mezenhimskih matičnih celicah, 
ki so jih izolirali iz 14 do 16 tednov starih fetusov [Garikipati in sod., 2018]. 
Prav tako so zaznali mRNA in protein NANOG v mezenhimskih matičnih celicah, izoliranih 
iz različnih delov popkovine, amnijske tekočine, posteljice in iz horionskih resic [Bharti in 
sod., 2018; Lim in sod., 2016]. Matične celice, ki so jih izolirali iz amnijske tekočine, so 
izražale mRNA NANOG v prvem trimesečju, v drugem pa izražanja niso zaznali [Moschidou 
in sod., 2013]. 
Po rojstvu se izražanje proteina NANOG utiša in je v normalnem humanem tkivu odraslih 
nezaznavno z izjemo izražanja v redkih celicah in tkivih [Grubelnik in sod., 2020a]. Izražanje 
so zaznali le v mezenhimskih matičnih celicah. V zdravih testisih takoj po rojstvu so zaznali 
izražanje proteina NANOG v posameznih celicah, v vzorcih testisov odraslih se je mRNA 
NANOG izražala, proteina pa niso zaznali. V ostalih humanih tkivih so šibko izražanje 
proteina NANOG zaznali le v nekaj posameznih celicah vzorcev tankega črevesa, ščitnice in 
materničnega vratu [Gong in sod., 2015; Hambiliki in sod., 2012; Hoei-Hansen in sod., 2005; 
Mato Prado in sod., 2015]. 
1.2.2 NANOG pri raku 
NANOG naj bi se po rojstvu ponovno aktiviral in izražal v procesu kancerogeneze, izražanje 
so zaznali tudi v tumorskih matičnih celicah [Grubelnik in sod., 2020a; Mato Prado in sod., 
2015]. NANOG naj bi bil eden izmed ključnih transkripcijskih dejavnikov, ki naj bi omogočili 
rakavim celicam, da razvijejo lastnosti matičnih celic. Takšne celice, imenovane tumorske 
matične celice, imajo podobne lastnosti kot normalne matične celice, imajo sposobnost 
diferenciacije in samoobnove, so nesmrtne in se običajno v tumorjih nahajajo v skupinah. 
Predvidevajo, da so lahko vir za razvoj in rast tumorjev ter za nastanek zasevkov [Gong in 
sod., 2015; Guo in sod., 2013; Yu in Cirillo, 2020].  
Izražanje NANOG lahko zaznamo že v različnih predrakavih spremembah, zato je NANOG 
dober kandidatni diagnostični označevalec, s katerim bi lahko ločili pravo displazijo od 
reaktivnih lezij tudi pri predrakavih spremembah ustne votline [de Vicente in sod., 2019; 
Grubelnik in sod., 2020a; Grubelnik in sod., 2021; Rodrigo in sod., 2017; Zhao in sod., 2018]. 
Izražanje proteina NANOG so namreč zaznali v displaziji grla in ustne votline [de Vicente in 
sod., 2019; Rodrigo in sod., 2017], materničnega vratu [Ye in sod., 2008] in želodca [Zhang 
in sod., 2010]. 
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Izražanje NANOG so zaznali pri mnogih rakih (npr. pri raku na jetrih, pljučih, prebavilih, 
sečilih, trebušni slinavki, možganih, prostati, testisih idr.), vključno z rakom glave in vratu, 
kjer so povišano izražanje povezali s slabšim potekom bolezni in slabšo napovedjo, slabšim 
preživetjem ter z odpornostjo na zdravljenje. Z raziskavami, kjer so utišali izražanje NANOG, 
se je kot posledica utišanja ustavil razvoj tumorjev, tako so še dodatno potrdili njegov 
pomen pri kancerogenezi [Gong in sod., 2015; Grubelnik in sod., 2020a; Hart in sod., 2005; 
Hoei-Hansen in sod., 2005; Mato Prado in sod., 2015; Yu in Cirillo, 2020; Zhao in sod., 2018]. 
1.3 Regulacija izražanja NANOG 
Izražanje NANOG je kompleksno in uravnavano na različnih nivojih. Raziskave, ki 
obravnavajo kompleksno regulacijo izražanja NANOG na nivoju metilacije DNA [Liu in sod., 
2020; Nettersheim in sod., 2011; Qi in sod., 2018; Varley in sod., 2013], števila kopij gena 
NANOG [Booth in Holland, 2004; Gawlik-Rzemieniewska in Bednarek, 2016; Mato Prado in 
sod., 2015], transkripcije in translacije ter vpliva različnih regulatorjev (proteinski 
regulatorji), mikro RNA (miRNA) in dolgih nekodirajočih RNA (lncRNA) [Chen in sod., 2017; 
Gong in sod., 2015; Grubelnik in sod., 2020a], so bile opravljene pri različnih rakih, podatki 
za PR ustne votline, še posebej na področju predrakavih sprememb, pa so zelo pomanjkljivi. 
Pri PR je večina analiz izražanja NANOG opravljena na proteinskem nivoju [de Vicente in 
sod., 2019; Grubelnik in sod., 2020a] s pomočjo imunohistokemije ali z imunofluorescenco 
[Curtarelli in sod., 2018]. Rezultati izražanja kažejo na povišano izražanje NANOG pri PR 
ustne votline ter povezavo z razvojem in zasevanjem tumorjev [Baillie in sod., 2017; 
Rodrigues in sod., 2018; Wang, S. in sod., 2018]. O izražanju mRNA NANOG je pri PR ustne 
votline zelo malo podatkov [Curtarelli in sod., 2018; Grubelnik in sod., 2020b; Ram in sod., 
2017; Rodrigues in sod., 2018; Takeda in sod., 2017; Yu, H.H. in sod., 2016; Yu in sod., 2011]. 
1.3.1 Proteinski regulatorji 
Neposredno in posredno pa lahko tudi različni proteini vplivajo na izražanje NANOG. 
Različni regulatorji lahko tvorijo proteinske komplekse, s katerimi je uravnavana vezava na 
promotorsko področje NANOG [Gong in sod., 2015]. Izražanje NANOG je lahko zvišano ali 
znižano kot posledica neposrednega uravnavanja izražanja z različnimi proteinskimi 
regulatorji [Gong in sod., 2015; Lim in sod., 2010].  
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1.3.2 Nekodirajoče RNA 
Tradicionalno so bile raziskave molekularnega ozadja kancerogeneze pri različnih rakih 
osredotočene predvsem na izražanje DNA in mRNA. Odkritje nekodirajočih RNA molekul, 
med katere uvrščamo tudi miRNA in lncRNA, nam je razkrilo nov nivo regulacije. Ta je prav 
tako zelo pomemben pri razumevanju različnih fizioloških in patoloških procesov, tudi 
kancerogeneze, saj se približno 70 % naše DNA prepiše v različne nekodirajoče RNA [Huang 
in sod., 2020]. Nekodirajoče RNA so pomemben del posttranskripcijske regulacije izražanja 
genov. miRNA so kratke nekodirajoče RNA, dolge med 18 in 26 nukleotidov. Večinoma se 
komplementarno vežejo na 3' konec neprevedenih regij ali kodirajočih zaporedij različnih 
tarčnih mRNA, kar lahko povzroči razgradnjo mRNA ali prepreči njeno translacijo. Ena 
miRNA lahko vpliva na regulacijo več različnih genov, posamezen gen pa je lahko reguliran 
z različnimi miRNA. lncRNA pa so daljše nekodirajoče RNA, dolge med 200 in tudi več kot 
100 tisoč nukleotidov. Te nekodirajoče RNA lahko uravnavajo izražanje genov z različnimi 
mehanizmi kljub temu, da nimajo kodirajočega zapisa za prevajanje v protein. Lahko se 
izražajo celično ali tkivno specifično. Pri mnogih različnih rakih so pokazali spremenjeno 
izražanje različnih miRNA in lncRNA, tudi pri PR ustne votline, kjer lahko delujejo onkogeno 
ali kot tumorski zaviralci. lncRNA lahko delujejo kot »spužve« za vezavo miRNA ali mRNA in 
tako vplivajo na izražanje mnogih genov, med njimi tudi na spremenjeno izražanje NANOG 
[Balas in Johnson, 2018; D'Souza in Kumar, 2020; Fang in Li, 2019; Ghosh in sod., 2020; 
Grubelnik in sod., 2021; Huang in sod., 2020; Min in sod., 2015; Momen-Heravi in Bala, 
2018; Zhang, L. in sod., 2019]. 
Poleg tega so v raziskavah na PR pokazali, da imajo nekatere miRNA in lncRNA potencial kot 
diagnostični označevalci in pri zdravljenju PR ustne votline [Aali in sod., 2020; D'Souza in 
Kumar, 2020; Yu in sod., 2011]. Pokazali so tudi, da lahko na spremenjeno izražanje miRNA 
pri PR ustne votline vpliva tudi spremenjena metilacija DNA in mutacije [Aali in sod., 2020; 
D'Souza in Kumar, 2020].  
Eksperimentalno je bilo že pokazanih nekaj miRNA in lncRNA, ki lahko posredno ali 
neposredno sodelujejo pri regulaciji izražanja NANOG [Wang, Y. in sod., 2013]. O izražanju 
miRNA in lncRNA v korelaciji z izražanjem NANOG pri PR ustne votline pa je v literaturi malo 
podatkov [Grubelnik in sod., 2021].  
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1.3.3 Ostali regulatorni mehanizmi 
Na spremenjeno izražanje NANOG lahko vplivajo tudi drugi regulatorni mehanizmi, kot so 
hipoksija v tumorskem mikrookolju [Gong in sod., 2015], mutacije in spremenjeno število 
kopij gena, saj je področje z zapisom za NANOG pogosto tarča duplikacij in amplifikacij v 
humanih tumorjih [Laurent in sod., 2011; Mato Prado in sod., 2015].  
Amplifikacije in delecije zaporedij DNA so pogoste pri raku in lahko vplivajo na spremenjeno 
izražanje genov [Lauer in Gresham, 2019; Shlien in Malkin, 2009], kar so tudi pokazali v 
obsežnih meta-analizah, funkcijskih poskusih in korelacijah analizah med genetskimi 
spremembami in izražanjem genov [Gerstung in sod., 2020; Li in sod., 2020]. Spremenjeno 
število kopij različnih genov so v predhodnih raziskavah pokazali tudi pri PR [Gu in sod., 
2019; Zagradišnik in sod., 2018]. V predhodni raziskavi so pri različnih celičnih linijah pri 
poznih celičnih pasažah pokazali spremenjeno število kopij gena NANOG [Laurent in sod., 
2011]. O vplivu spremenjenega števila kopij gena NANOG na njegovo izražanje pri PR pa je 
malo znanega.  
Med regulatorne mehanizme spremenjenega izražanja NANOG štejemo tudi vpliv 
spremenjenega metilacijskega statusa DNA. Transkripcija je med drugim namreč lahko 
regulirana z metilacijo citozinov promotorske regije, kar je eden izmed pogosteje preučenih 
mehanizmov utišanja genov [Liu in sod., 2020; Nettersheim in sod., 2011]. Hipermetilirane 
regije v normalnih celicah lahko tekom procesa kancerogeneze postanejo hipometilirane, 
kar lahko omogoči prepis genov, kot je NANOG [Liu in sod., 2020; Nettersheim in sod., 
2011]. O vplivu metilacijskega statusa promotorja gena NANOG na njegovo izražanje pri PR 
pa je malo znanega. 
Na spremenjeno aktivnost NANOG pa ima lahko vpliv tudi spremenjena fosforilacija 
proteina [Xie in sod., 2014]. Prav tako lahko vplivajo na spremenjeno izražanje NANOG 
histonske modifikacije [Topalovic in sod., 2017].   
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2 NAMEN IN HIPOTEZE 
2.1 Namen 
NANOG je pomemben transkripcijski dejavnik v embrionalnem razvoju in je diferenčno 
izražen pri nekaterih vrstah raka, tudi pri PR ustne votline, njegova vloga v predrakavih 
spremembah ustne votline pa je slabo poznana. V nalogi smo zato analizirali izražanje 
mRNA in proteina NANOG v predrakavih spremembah in PR ustne votline ter želeli 
ugotoviti, ali je izražanje morebiti v korelaciji z metilacijskim statusom promotorja NANOG, 
s spremenjenim številom kopij gena NANOG, z nekaterimi miRNA, nekaterimi lncRNA in 
drugimi proteinskimi regulatorji. Nadalje smo želeli preveriti, ali bi NANOG lahko uporabili 
kot diagnostični označevalec, ki bi nam pomagal bolj natančno opredeliti predrakave 
spremembe in PR ter napovedati potek bolezni. 
2.2 Hipoteze 
1. NANOG je izražen v normalni ustni sluznici fetusa, ne pa v normalni ustni sluznici 
odraslih. 
2. Izražanje NANOG je povišano v predrakavih spremembah in ploščatoceličnem raku 
ustne votline. 
3. Izražanje NANOG je regulirano na nivoju DNA ali RNA, bodisi z amplifikacijo oz. 
delecijo gena ali metilacijo bodisi z miRNA. 
4. Spremenjeno izražanje mRNA se odraža tudi na spremenjenem izražanju proteina 
NANOG. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Preiskovanci 
Za namen raziskave smo iz arhiva Inštituta za patologijo Medicinske fakultete Univerze v 
Ljubljani pridobili in pregledali preparate bolnikov iz obdobja od 2012 do 2019, ki ustrezajo 
spodaj navedenim diagnozam. Izbrali smo najbolj ustrezne preparate s pripadajočimi 
parafinskimi bloki za nadaljnje raziskave in jih uvrstili v eno od navedenih skupin. 
V raziskavo smo vključili biopsijske tkivne vzorce bolnikov s PR in PIS ustne votline ter vzorce 
normalne ustne sluznice odraslih in fetusov; skupno 367 vzorcev 172 bolnikov in 15 fetusov; 
187 vzorcev je bilo fiksiranih v formalinu in vklopljenih v parafin, 180 vzorcev pa je bilo 
shranjenih v stabilizacijski tekočini RNAlater.  
Raziskavo je odobrila Komisija republike Slovenije za medicinsko etiko 20. 3. 2018 (št. 0120-
106/2018/6). 
3.1.1 Bolniki s ploščatoceličnimi intraepitelijskimi spremembami ustne votline 
Ta skupina je vključevala biopsijske tkivne vzorce bolnikov s PIS ustne votline, ki so bili 
odvzeti pri rutinskem diagnostičnem in/ali terapevtskem postopku in poslani na 
histopatološki pregled. Na osnovi histopatološke diagnoze na podlagi klasifikacije Svetovne 
zdravstvene organizacije [Takata in Slootweg, 2017] smo bolnike razvrstili v dve skupini: 
 PIS visoke stopnje, ki je vključevala bolnike s PIS visoke stopnje, in CIS, ki so bili glede 
na klasifikacijo Svetovne zdravstvene organizacije združeni v eno skupino,  
 PIS nizke stopnje. 
Vključili smo 36 bolnikov s PIS (22 moških in 14 žensk, starih od 43 do 85 let (65 ± 10)). Pri 
večini bolnikov je bilo na voljo več biopsijskih vzorcev z različnimi stopnjami PIS, za raziskavo 
smo izbrali 36 vzorcev s PIS visoke stopnje in 31 vzorcev s PIS nizke stopnje, skupno 67 
vzorcev PIS. Ker so področja PIS v biopsijskih vzorcih pogosto majhna, smo vse vzorce za 
raziskavo iz te skupine pridobili s pomočjo igle.  
Vzorci so bili odvzeti na področju ustnega dna (13 bolnikov), jezika (10 bolnikov), lične 
sluznice (3 bolniki), alveolarnega grebena (3 bolniki), žrela (2 bolnika), trdega neba (en 
Grubelnik, G. Izražanje transkripcijskega dejavnika NANOG pri predrakavih spremembah in PR ustne votline. 
   Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta; Ljubljana, 2021. 
10 
 
bolnik), ustnice (en bolnik), retromolarnega trigonuma (en bolnik), mehkega neba (en 
bolnik) in uvule (en bolnik). 
3.1.2 Bolniki s ploščatoceličnim rakom ustne votline 
Ta skupina je vključevala biopsijske tkivne vzorce bolnikov, ki so bili zaradi PR ustne votline 
zdravljeni kirurško, z resekcijo primarnega tumorja in odstranitvijo področnih bezgavk. V 
raziskavo nismo vključili bolnikov s PR, ki so bili predhodno zdravljeni z obsevanjem in/ali 
kemoterapijo, ter tistih, pri katerih smo v tumorju dokazali prekomerno izražanje proteina 
p16 zaradi verjetne povezave z okužbo s humanimi papiloma virusi [Bishop in sod., 2015]. 
Bolnike smo na osnovi prisotnosti zasevkov v področnih bezgavkah razdelili v dve skupini: 
  PR N0: bolniki s PR ustne votline brez zasevkov v področnih bezgavkah,  
  PR N+: bolniki s PR ustne votline z zasevki v področnih bezgavkah. 
Vključili smo 121 bolnikov s PR ustne votline (102 moška in 19 žensk, starih od 32 do 87 let 
(60,2 ± 11)). Poleg vzorcev tumorja smo pri vsakem bolniku za raziskavo izbrali tudi vzorce 
histološko najmanj spremenjene ustne sluznice ob PR. 
V skupini »PR N0« je bilo 50 bolnikov s PR brez zasevkov v področnih bezgavkah 
(45 bolnikov s pT1/T2 N0 in 5 bolnikov s pT3/T4 N0; 39 moških in 11 žensk, starih od 32 do 
87 let (62,5 ± 12)). PR je bil lokaliziran na jeziku (33 bolnikov), ustnem dnu (12 bolnikov), 
lični sluznici (2 bolnika), alveolarnem grebenu (2 bolnika) ter ustnem žrelu in ustni sluznici 
(en bolnik). 
V skupini »PR N+« je bilo 71 bolnikov s PR z zasevki v področnih bezgavkah (50 bolnikov s 
pT1/T2 N+ in 21 bolnikov s pT3/T4 N+; 63 moških in 8 žensk, starih od 37 do 78 let 
(58,6 ± 10)). PR je bil lokaliziran na jeziku (39 bolnikov), ustnem dnu (17 bolnikov), ustnem 
žrelu in ustni sluznici (6 bolnikov), retromolarnem trigonumu (5 bolnikov), lični sluznici (2 
bolnika), uvuli (en bolnik) in alveolarnem grebenu (en bolnik).  
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3.1.3 Kontrolni vzorci normalne ustne sluznice 
V tej skupini so bili biopsijski vzorci histološko normalne ustne sluznice odraslih (sluznica 
ob iritacijskem fibromu), odvzeti pri rutinskem diagnostičnem postopku, in vzorci ustne 
sluznice fetusov, ki so bili odvzeti pri obdukciji. 
V tej skupini je bilo 15 vzorcev normalne ustne sluznice ob iritacijskem fibromu (11 žensk 
in 4 moških, starih od 35 do 86 let (61 ± 15)) in 15 vzorcev ustne sluznice 15 fetusov 
gestacijske starosti 19 do 34 tednov, odvzetih pri obdukciji. 
3.1.4 Način odvzema in shranjevanja vzorcev za analizo 
Vsi biopsijski vzorci so bili takoj po odvzemu fiksirani v 10 % pufranem formalinu in po 
24 urah vklopljeni v parafin ter odrezani na rezine debeline 4 mikronov in obarvani s 
hematoksilinom in eozinom. Pri nekaterih bolnikih s PR so bili vzorci tumorja shranjeni tudi 
v stabilizacijski tekočini RNAlater. 
Vse biopsijske vzorce smo ponovno pregledali ter izbrali reprezentativne vzorce in 
pripadajoče parafinske bloke. Pri bolnikih s PIS smo izbrali en ali dva vzorca s PIS nizke in/ali 
visoke stopnje. Pri bolnikih s PR smo za raziskavo izbrali dva vzorca: vzorec karcinoma in 
vzorec histološko najmanj spremenjene sluznice ob karcinomu. V kontrolni skupini smo 
izbrali od vsakega po en vzorec normalne sluznice. Raziskava je bila opravljena delno na 
tkivnih rezinah, delno pa smo vzorce tkiva pridobili s pomočjo igle debeline 0,6 mm (angl. 
punch). 
Vsi vzorci PIS in normalne sluznice so bili fiksirani v formalinu in vklopljeni v parafin, 
imunohistokemične preiskave so bile narejene na parafinskih rezinah, za molekularne 
preiskave je bilo tkivo odvzeto z iglo. 
V skupinah PR N0 in PR N+ je bilo: 
 tkivo 76 bolnikov, shranjeno v stabilizacijski tekočini RNAlater, 
 tkivo 31 bolnikov, vklopljeno v parafin, 
 tkivo 14 bolnikov, shranjeno tako v stabilizacijski tekočini RNAlater kot tudi 
vklopljeno v parafin. 
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Skupno smo tako analizirali 270 vzorcev PR (180 vzorcev, shranjenih v stabilizacijski tekočini 
RNAlater, in 90 vzorcev, vklopljenih v parafin). Vse imunohistokemične preiskave so bile 
narejene na parafinskih rezinah. Nekatere molekularne preiskave so bile opravljene na 
vzorcih, shranjenih v RNAlater (analiza izražanja genov in miRNA, analiza števila kopij gena 
NANOG, analiza metilacijskega statusa promotorja NANOG), nekatere pa na parafinskih 
rezinah (analiza izražanja NANOG in nekaterih proteinskih regulatorjev). Na vzorcih, 
odvzetih z iglo, smo opravili analizo izražanja NANOG, njegovih proteinskih regulatorjev, 
miRNA in lncRNA.  
3.2 Raziskovalna metodologija 
3.2.1 Imunohistokemično določanje proteinov 
Za imunohistokemično določanje proteinov NANOG, OCT4/POU5F1 in SOX2 smo uporabili 
metodo detekcije specifičnih proteinskih antigenov s pomočjo specifičnih protiteles. 
Najprej smo iz parafinskih blokov odrezali 4 μm debele rezine. Za označevanje antigenov 
preiskovanih proteinov s komercialno dostopnimi protitelesi (preglednica 1) smo uporabili 
avtomatiziran sistem BenchMark™ ULTRA (Ventana Medical System,Tucson, AZ, ZDA) ter 
za vizualizacijo reakcije (rjavo obarvan produkt) detekcijski sistem OptiView DAB Detection 
Kit (Roche, Basel, Švica). Reagenti so bili od proizvajalca Roche (Roche, Basel, Švica), če ni 
navedeno drugače. 
V aparatu je najprej potekla deparafinizacija (reagent EZPrep) vzorcev ter razkrivanje 
antigenov z reagentom Cell Conditioning 1. Nato je sledilo označevanje z ustrezno 
redčenimi primarnimi protitelesi (preglednica 1), ki so se vezala na antigene testiranih 
proteinov, nato inhibicija endogenih peroksidaz (reagent PEROX IHBTR). V naslednjem 
koraku smo vezali na primarno protitelo sekundarno protitelo (OptiView HQ Universal 
Linker), označeno z lastniškim haptenom (HQ), ki ga prepoznajo monoklonalna terciarna 
protitelesa (OptiView HRP MULTIMER), na katera je vezan encim. Ob dodatku substrata za 
encim, vodikovega peroksida in 3,3′-diaminobenzidin tetrahidroklorida se tvori encimski 
produkt, ki se ob dodatku bakrovega sulfata rjavo obori. Na koncu je poteklo kontrastiranje 
s hematoksilinom II, ki obarva jedra celic, in nato še s pufranim litijevim karbonatom za 
obarvanje celičnega ozadja (Bluing Reagent). Po končanem avtomatiziranem barvanju smo 
preparate ročno sprali z milnico in vročo vodo ter nato še z dH2O, da smo odstranili olje, ki 
je ostalo na preparatih med barvanjem. Nato smo preparate dehidrirali z dvema 
zaporednima spiranjema s 96 % etanolom, nato spiranjem v 100 % etanolu (Sigma-Aldrich; 
Grubelnik, G. Izražanje transkripcijskega dejavnika NANOG pri predrakavih spremembah in PR ustne votline. 
   Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta; Ljubljana, 2021. 
13 
 
Merck, Kenilworth, New Jersey, ZDA). V naslednjem koraku smo preparate bistrili z dvema 
zaporednima spiranjema v ksilenu (Sigma-Aldrich; Merck, Kenilworth, New Jersey, ZDA). Na 
koncu smo na preparate nanesli medij Pertex® (MEDITE, Leica Microsystems, Wetzlar, 
Nemčija) za zaščito preparata in jih pokrili s krovnim stekelcem. 
Pri vsaki posamezni seriji smo vključili negativne kontrole brez vezave primarnega 
protitelesa ter ustrezno pozitivno kontrolo (preglednica 1). 







































Cell Marque, Merck, 
Kenilworth, New 
Jersey, ZDA 
Rezultate smo analizirali s semikvantitativno metodo [de Vicente in sod., 2019]. Ocenili smo 
delež pozitivnih celic (negativno - 0 točk, pod 25 % - 1 točka, med 25 in 50 % - 2 točki, med 
50 in 75 % - 3 točke ter nad 75 % - 4 točke), intenzivnost obarvanja (neobarvano - 0 točk, 
blago obarvanje - 1 točka, zmerno obarvanje - 2 točki in močno obarvanje - 3 točke) in 
vzorec barvanja (jedrna, citoplazmatska, membranska reakcija). Za končni rezultat 
imunohistokemije smo pomnožili točke, dobljene iz deleža pozitivnih celic in intenzivnosti 
obarvanja (0 do 12 točk).  
3.2.2 Identifikacija potencialno regulatornih mikro RNA in dolgih nekodirajočih RNA 
ter proteinskih regulatorjev NANOG  
Na podlagi dostopne literature in spletnih zbirk TarBase v. 8 in MirTarBase [Chou in sod., 
2017; Karagkouni in sod., 2017], na osnovi validiranih interakcij miRNA-NANOG, smo za 
analizo izražanja izbrali miRNA: miR-27a, miR-34a, miR-99b, miR-137, miR-145 in miR-335, 
ki so povezane z izražanjem NANOG oziroma naj bi regulirale njegovo translacijo.  
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Glede na objavljeno literaturo smo za analizo izbrali tiste lncRNA (lnc-RoR, lnc-AB209630 in 
lnc-SNHG1), ki bi izbrane miRNA lahko vezale nase ter tako zavirale njihovo delovanje in 
posredno vplivale na regulacijo izražanja NANOG [Arunkumar in sod., 2017; Chen in sod., 
2017; Chen in sod., 2019; Grubelnik in sod., 2021; Lan in Liu, 2019; Wang, Y. in sod., 2013].  
Glede na podatke v dostopni literaturi smo analizirali izražanje genov (mRNA) 
transkripcijskih dejavnikov, ki bi lahko vplivali na spremenjeno izražanje NANOG, poleg 
SOX2 in OCT4/POU5F1 tudi KLF4, NOTCH1 in AGR2 [Baillie in sod., 2017; Chan in sod., 2009; 
Grubelnik in sod., 2020b; Ma in sod., 2015a; Mato Prado in sod., 2015; Takeda in sod., 2017; 
van Schaijik in sod., 2018; Wang, S. in sod., 2018]. 
3.2.3 Izolacija DNA  
DNA za analizo metilacijskega statusa promotorja NANOG in določanje števila kopij NANOG 
smo izolirali iz 1 mm3 (10 mg) tkiva, shranjenega v stabilizacijski tekočini RNAlater s 
pomočjo komercialno dostopnega kompleta reagentov, ki temelji na izolaciji vezave 
nukleinskih kislin na magnetne delce, Maxwell® RSC Tissue DNA Kit (Promega Corporation, 
Madison, ZDA), po navodilih proizvajalca. Vsi reagenti so bili del komercialnega kompleta, 
razen etanola (Merck, Kenilworth, New Jersey, ZDA). Za izolacijo DNA smo uporabili 
avtomatiziran sistem Maxwell® RSC Instrument (Promega Corporation, Madison, ZDA), po 
navodilih proizvajalca. 
Količino in kvaliteto DNA smo določili spektrofotometrično z merjenjem absorbance pri 
260 nm in zaznavanjem nečistoč pri 230 in 280 nm na napravi NanoDrop ND-1000 (Applied 
Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA). 
3.2.4 Izolacija celokupne RNA 
Celokupno RNA za analizo izražanja izbranih genov (mRNA), miRNA in lncRNA smo izolirali 
s pomočjo komercialno dostopnih kompletov reagentov. Pri vseh kompletih je bil v 
postopek izolacije vključen korak obdelave RNA z encimsko razgradnjo morebitnih sledov 
DNA z DNAzo, z encimom, ki depolimerizira DNA.  
Količino in kvaliteto izolirane RNA smo določili spektrofotometrično z merjenjem 
absorbance pri 260 nm in zaznavanjem nečistoč pri 230 in 280 nm na napravi NanoDrop 
ND-1000 (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA) ali 
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fluorimetrično na napravi Qubit 3.0 (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster 
City, Kalifornija, ZDA). 
3.2.4.1 Izolacija celokupne RNA iz vzorcev shranjenih v stabilizacijski tekočini RNAlater  
Celokupno RNA smo izolirali iz 1 mm3 (10 mg) tkiva, shranjenega v stabilizacijski tekočini 
RNAlater s pomočjo komercialno dostopnega kompleta reagentov, ki temelji na izolaciji s 
pomočjo vezave nukleinskih kislin na magnetne delce, Maxwell® RSC miRNA Tissue Kit 
(Promega Corporation, Madison, ZDA), po navodilih proizvajalca. Vsi reagenti so bili del 
komercialnega kompleta, razen etanola (Merck, Kenilworth, New Jersey, ZDA). Za izolacijo 
RNA smo uporabili avtomatiziran sistem Maxwell® RSC Instrument (Promega Corporation, 
Madison, ZDA), po navodilih proizvajalca. 
3.2.4.2 Izolacija celokupne RNA iz tkiv fiksiranih v formalinu in vklopljenih v parafin  
Iz štirih 10 µm debelih parafinskih rezin smo izolirali celokupno RNA s pomočjo kompleta 
reagentov, ki temelji na izolaciji s pomočjo vezave nukleinskih kislin na membrane kolon, 
All Prep DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen, Hilden, Nemčija), po navodilih proizvajalca. Vsi reagenti 
so bili od proizvalajca Qiagen, razen heksadekana za deparafinizacijo in etanola, ki sta bila 
od proizvajalca Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich; Merck, Kenilworth, New Jersey, ZDA).  
3.2.4.3 Izolacija celokupne RNA iz vzorcev, vklopljenih v parafin odvzetih z iglo 
Iz parafinskih blokov, iz katerih smo pridobili tri vzorce tkiva s pomočjo 0,6 mm debele igle 
(angl. punch), smo celokupno RNA izolirali s pomočjo komercialno dostopnega kompleta 
reagentov MagMAX FFPE DNA/RNA Ultra kit (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, 
Foster City, CA, ZDA). Komplet temelji na izolaciji s pomočjo vezave nukleinskih kislin na 
magnetne delce. Izolacijo smo izvedli po navodilih proizvajalca z eno modifikacijo. 
Razgradnja tkiva s proteazo je potekala preko noči, 12 ur, z intervalnim mešanjem 
(300 vrtljajev na minuto za 15 sekund vsake 4 minute). Vsi reagenti so bili od proizvajalca 
Thermo Fisher Scientific (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, 
Kalifornija, ZDA), razen ksilena za deparafinizacijo in etanola, ki sta bila od proizvajalca 
Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich; Merck, Kenilworth, New Jersey, ZDA). Po odvzemu vzorcev z 
iglo smo odrezali dodatno parafinsko rezino, jo pobarvali s hematoksilinom in eozinom in 
potrdili mesto odvzema vzorca. 
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3.2.5 Sinteza komplementarne DNA  
Celokupno RNA smo z obratnim prepisovanjem (RT) pretvorili v komplementarno DNA 
(cDNA), ki smo jo uporabili kot matrico za kvantitativno verižno reakcijo v realnem času 
(qPCR). Za pretvorbo smo uporabili komercialno dostopen komplet reagentov miScript II RT 
(Qiagen, Hilden, Nemčija) za miRNA, lncRNA in mRNA genov ter OneTaq® RT-PCR Kit (New 
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, ZDA) za mRNA genov, po navodilih proizvajalca. 
Vse reakcije sinteze cDNA smo opravili na aparaturi SimpliAmp Thermal Cycler (Applied 
Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA). 
3.2.5.1 Sinteza komplementarne DNA iz RNA izolirane iz parafinskih rezin vzorcev 
Za sintezo komplementarne DNA iz celokupne RNA, ki smo jo izolirali iz parafinskih rezin 
vzorcev, smo uporabili komercialno dostopen komplet reagentov OneTaq-PCR kit (New 
England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, ZDA) in sintezo izvedli po navodilih proizvajalca. 
V vsaki 10 μl reakcijski mešanici je bilo 60 ng celokupne RNA, 1 μl 6 μM Random primers 
mix (naključni začetni oligonukleotidi, ki nalegajo na poliadeniliran konec (rep poliA) RNA), 
5 μl 2x reaction mix (reakcijska mešanica) in 1 μl 10x enzyme mix (vsebuje tudi encim 
reverzno transkriptazo). V prvem koraku smo zmešali celokupno RNA z Random primer mix 
in mešanico inkubirali 5 min pri 70 °C, potekla je denaturacija RNA. V naslednjem koraku 
smo mešanici dodali reakcijsko mešanico in encim ter mešanico inkubirali 5 min pri 25 °C, 
60 min pri 42 °C za optimalno delovanje reverzne transkriptaze in nato še 4 min pri 80 °C, 
da smo reverzno transkriptazo inaktivirali. Sintetizirano cDNA smo uporabili kot matrico za 
analizo izražanja mRNA izbranih genov s pomočjo qPCR. 
3.2.5.2 Sinteza cDNA iz RNA, izolirane iz vzorcev, shranjenih v stabilizacijski tekočini 
RNAlater in vzorcev, vklopljenih v parafin, odvzetih z iglo 
Za sintezo cDNA iz celokupne RNA, ki smo jo izolirali iz vzorcev, shranjenih v stabilizacijski 
tekočini RNAlater, in iz vzorcev, vklopljenih v parafin, odvzetih z iglo, smo uporabili 
komercialno dostopen komplet reagentov miScript® II RT Kit (Qiagen, Hilden, Nemčija) in 
sintezo cDNA izvedli po navodilih proizvajalca. HiFlex pufer omogoča sočasno sintezo cDNA 
iz mRNA z reverzno transkriptazo s pomočjo oligo-dT in naključnih začetnih 
oligonukleotidov ter iz miRNA in lncRNA s pomočjo poliadenilacije s poliA polimerazo in 
nato pretvorbo v cDNA z oligo-dT začetnimi nukleotidi in reverzno transkriptazo, za 
optimalno primerjavo izražanja izbranih genov (mRNA), miRNA in lncRNA. 
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Preglednica 2. Reakcijska mešanica za sintezo komplementarne DNA. 
Reagent 
RNA izolirana iz vzorcev, shranjenih v 
stabilizacijski tekočini RNAlater 
RNA izolirana iz vzorcev, vklopljenih v 
parafin, odvzetih z iglo 
Količina RNA 150 ng 95,3 ng 
Volumen HiFlex 2 μl 2,8 μl 
Volumen 10x 
Nucleic mix 
1 μl 1,4 μl 
Volumen 
miScript RT  
1 μl 1,4 μl 
Volumen 
inhibitorja RNAz  
0,33 μl 0,46 μl 
Končni volumen 10 μl 14 µl 
Reakcijsko mešanico (preglednica 2) smo inkubirali 60 min pri 37 °C in nato 5 min pri 95 °C 
na aparaturi SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, 
Foster City, Kalifornija, ZDA). Sintetizirano cDNA smo uporabili kot matrico za analizo 
izražanja mRNA izbranih genov ter izbranih miRNA in lncRNA s pomočjo qPCR. 
3.2.6 Preamplifikacija komplementarne DNA 
Komplementarno DNA, ki smo jo uporabili kot matrico za qPCR za testiranje izražanja mRNA 
in nekaterih lncRNA s TaqMan® tehnologijo, smo predhodno pomnožili s komercialno 
dostopnim kompletom TaqMan® PreAmp Mastermix (Applied Biosystems; Thermo Fisher 
Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA), po navodilih proizvajalca. Vse reakcije 
preamplifikacije cDNA smo opravili na aparaturi SimpliAmp Thermal Cycler (Applied 
Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA). 
V vsaki 10 μl reakcijski mešanici za preamplifikacijo cDNA je bilo 2,5 μl cDNA, 5 μl 2x 
TaqMan® PreAmp Mastermix (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, 
Kalifornija, ZDA) in 2,5 μl mešanice združenih TaqMan® detekcijskih sond (TaqMan Gene 
Expression Assay), (preglednica 3). Združene TaqMan detekcijske sonde smo redčili na 0,2-
kratno koncentracijo s Tris-EDTA pufrom z umerjeno pH vrednostjo 8 (Sigma-Aldrich; 
Merck, Kenilworth, New Jersey, ZDA). Za inkubacijo reakcijske mešanice smo uporabili 
naslednje pogoje: 10 min pri 95 °C in nato 10 ciklov z dvema stopnjama; 15 s pri 95 °C in 
4 min pri 60 °C. 
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Preglednica 3. Seznam detekcijskih sond TaqMan®. Naveden je simbol gena ali lncRNA, oznaka 
sonde, kataloška številka uporabljene sonde ter nukleotidno zaporedje detekcijske sonde, če je 
znano. 
Simbol gena Oznaka sonde Zaporedje sonde in/ali kataloška številka sonde 
GAPDH Human GAPDH 4310884E 
IPO8 Hs00183533_m1 5'-GGGGAATTGATCAGTGCATTCCACT-3' / 4331182 
HPRT1 Hs99999909_m1 5'-TGGTCAAGGTCGCAAGCTTGCTGGT-3' / 4333768 
NANOG Hs04260366_g1 5'-GCTGCCGTCTCTGGCTATAGATAAG-3' / 4331182 
SOX2 Hs04234836_s1 5'-TGGCTCTTGGCTCCATGGGTTCGGT-3' / 4351372 
OCT4/POU5F1 Hs04260367_gH 5'-CAGGGTTTTTGGGATTAAGTTCTTC-3' / 4331182 
KLF4 Hs00358836_m1 5'-CCCGAATAACCGCTGGCGGGAGGAG-3' / 4331182 
AGR2 Hs00356521_m1 5'-GATACAGCTCTGTTGCTTGACAACA-3' / 4331182 
NOTCH1 Hs01062014_m1 5'-GATATGCAGAACAACAGGGAGGAGA-3' / 4331182 
RoR Hs05054521_s1 5'-CACCATAAAATGTAGGGCCAGTCCT-3' / 4351372 
3.2.7 Kvantitativna reakcija s polimerazo v realnem času 
Za analizo izražanja gena NANOG, njegovih proteinskih regulatorjev, miRNA in lncRNA smo 
uporabili metodo qPCR v kombinaciji z detekcijskim sistemom TaqMan® (Applied 
Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA) ali SYBR® Green (Applied 
Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA ali Qiagen, Hilden, 
Nemčija). Matrico za detekcijski sistem TaqMan® smo najprej pomnožili, kot smo navedli v 
poglavju 3.2.6.  
Število kopij NANOG smo določili s qPCR s tehnologijo TaqMan® (Applied Biosystems; 
Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA).  
Pred vsako analizo s qPCR smo za posamezne skupine vzorcev določili učinkovitost 
pomnoževanja, tako da smo združili celokupno RNA ali DNA vseh vzorcev posamezne 
skupine, pri čemer smo RNA predhodno pretvorili v cDNA, kot je opisano v točki 3.2.5. Vse 
qPCR reakcije za določanje učinkovitosti pomnoževanja smo izvedli v triplikatu za 
posamezno redčitev vsake umeritvene krivulje.  
Nato smo analizirali izražanje posameznih genov (mRNA), miRNA ali lncRNA ali število kopij 
gena NANOG v posameznih vzorcih s pomočjo qPCR v duplikatu za vsak vzorec.  
Za qPCR smo uporabili napravi ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems; Thermo 
Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA) ali Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Nemčija). 
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Rezultate meritev fluorescenčnih signalov smo v primeru uporabe naprave ViiA 7 Real-Time 
PCR System obdelali s programom Quant Studio™ Real-Time PCR System Version 1.3 
(Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA), v primeru 
uporabe naprave Rotor-Gene Q pa s programom Rotor Gene Q Series Software Version 
2.3.1 (Qiagen, Hilden, Nemčija) in določili pražne cikle (Cq; angl. quantification cycle) za 
analizo izražanja. 
3.2.7.1 Analiza izražanja genov (mRNA) in lncRNA RoR 
Z detekcijskim sistemom TaqMan® (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster 
City, Kalifornija, ZDA) smo analizirali izražanje posameznih genov (mRNA) in lncRNA RoR. 
ob PR. Za preamplificirano cDNA smo redčili 5-, 25-, 125-, 625-krat za umeritveno krivuljo, 
iz katere smo nato izračunali učinkovitost pomnoževanja posamezne sonde za posamezno 
skupino vzorcev, in sicer za PR in histološko najmanj spremenjeno ustno sluznico ob PR, 
ločeno za vzorce, shranjene v stabilizacijski tekočini RNAlater, in za vzorce parafinskih rezin. 
Za vzorce, vklopljene v parafin, smo preamplificirano cDNA pred qPCR analizo redčili 5-krat. 
Reakcijska mešanica za qPCR je vsebovala 4,5 µl preamplificirane redčene cDNA, 5 µl 
2× FastStart Essential DNA Probe Master Mix (Roche, Basel, Švica) in 0,5 µl posamezne 
TaqMan® sonde (TaqMan® Gene Expression Assay; Applied Biosystems; Thermo Fisher 
Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA), ki so navedene v preglednici 3. IPO8 smo uporabili 
kot referenčni gen. Za inkubacijo reakcijske mešanice smo uporabili naslednje pogoje: 
2 min pri 50 °C, 10 min pri 95 °C in nato 40 ciklov z dvema stopnjama; 15 s pri 95 °C in 1 min 
pri 60 °C. Analiza je potekala na aparatu Rotor Gene Q. 
Za vzorce, shranjene v stabilizacijski tekočini RNAlater, smo preamplificirano cDNA pred 
qPCR analizo redčili 15-krat ter 5-krat za vzorce, vklopljene v parafin, odvzete z iglo. 
Reakcijska mešanica za qPCR je vsebovala 5 µl 2x TaqMan Gene Expression Master Mix 
(Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA), 0,5 µl 
20x TaqMan® sonde (TaqMan® Gene Expression Assay; Applied Biosystems; Thermo Fisher 
Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA) in 4,5 µl preamplificirane redčene cDNA. Vse 
uporabljene TaqMan® sonde so navedene v preglednici 3. GAPDH, IPO8 in HPRT1 smo 
uporabili kot referenčne gene. Za inkubacijo reakcijske mešanice smo uporabili naslednje 
pogoje: 2 min pri 50 °C, 10 min pri 95 °C in nato 45 ciklov z dvema stopnjama; 15 s pri 95 °C 
in 1 min pri 60 °C. Analiza je potekala na aparatu ViiA 7 Real-Time PCR System. 
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3.2.7.2 Analiza izražanja miRNA 
S qPCR smo analizirali izražanje posameznih miRNA z uporabo kompleta reagentov miScript 
SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, Nemčija). Pretvojeno cDNA smo redčili 5-, 10-, 25-, 
100-, 125-, 625-, 1000- in 3125-krat za umeritveno krivuljo, iz katere smo nato izračunali 
učinkovitost pomnoževanja posamezne miRNA za posamezno skupino vzorcev (PR in 
histološko najmanj spremenjena ustna sluznica ob PR).  
Za vzorce, shranjene v stabilizacijski tekočini RNAlater, smo cDNA pred qPCR analizo redčili 
150-krat ter 100-krat za vzorce, vklopljene v parafin, odvzete z iglo. Reakcijska mešanica za 
qPCR je vsebovala 5 µl 2x miScript SYBR Green PCR Mix, 1 µl 10x miScript Universal primer 
(univerzalni začetni oligonukleotifdi), 1 µl 10x miScript primer (začetni oligonukleotidi 
specifični za posamezno miRNA), 0,05 µl barvila ROX, 0,95 µl ddH2O in 2 µl redčene cDNA. 
Vsi uporabljeni začetni oligonukleotidi (10x miScript primer assays; Qiagen, Hilden, 
Nemčija) so navedeni v preglednici 4.  
Preglednica 4. Seznam miScript začetnih oligonukleotidov. Naveden je simbol mikroRNA, oznaka 
začetnega oligonukleotida, kataloška številka in nukleotidno zaporedje začetnega oligonukleotida, 
če je znano.  
Simbol miRNA 
Oznaka začetnega  
oligonukleotida 
Kataloška številka in/ali zaporedje 
SNORA73A Hs_SNORA73A_11 MS00014021 
SNORD72 Hs_SNORD72_11 MS00033719 
SNORD61 Hs_SNORD61_11 MS00033705 
SNORD95 Hs_SNORD95_11 MS00033726 
miR-145 Hs_miR-145_1 MS00003528 / 5'-GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU-3' 
miR-335 Hs_miR-335_1 MS00003976 / 5'-UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU-3' 
miR-34a Hs_miR-34a_1 MS00003318 / 5'-UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU-3' 
miR-27a Hs_miR-27a_1 MS00003241 / 5'-UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC-3' 
miR-99b Hs_miR-99b*_1 MS00010927 / 5'-CAAGCUCGUGUCUGUGGGUCCG-3' 
miR-137 Hs_miR-137_1 MS00003486 / 5'-UUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAG-3' 
SNORA73A, SNORD72, SNORD61 in SNORD95 smo uporabili kot referenčne miRNA za 
analizo izražanja miRNA v vzorcih, shranjenih v stabilizacijski tekočini RNAlater, ter 
SNORD61 in SNORD95 v vzorcih, vklopljenih v parafin, odvzetih z iglo. Za inkubacijo 
reakcijske mešanice smo uporabili naslednje pogoje: 15 min pri 90 °C in nato 45 ciklov z 
naslednjimi stopnjami: 15 s pri 94 °C, 30 s pri 55 °C in 30 s pri 70 °C. Po končanem 
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pomnoževanju smo pridobili še talilne krivulje qPCR pomnožkov s postopnim dvigovanjem 
temperature od 60 do 95 °C (0,7 °C / 60 s), kar je povzročilo razpad qPCR pomnožkov in 
tako sproščanje interkalirajočega barvila SYBR Green, ki smo ga detektirali in na ta način 
preverili specifičnost pomnoževanja qPCR pomnožkov. Analiza je potekala na aparatu ViiA 
7 Real-Time PCR System. 
3.2.7.3 Analiza izražanja lncRNA 
S qPCR smo analizirali izražanje SNHG1 in AB209630 z uporabo kompleta reagentov SYBR 
Select Master Mix (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, 
ZDA) v vzorcih, vklopljenih v parafin, odvzetih z iglo. Najprej smo cDNA redčili 4-, 8-, 16-, 
32- in 64-krat za umeritveno krivuljo, iz katere smo nato izračunali učinkovitost 
pomnoževanja posamezne lncRNA za posamezno skupino vzorcev.  
Pretvorjeno cDNA vzorcev, vklopljenih v parafin, odvzetih z iglo, smo pred qPCR analizo 
redčili 30-krat. Reakcijska mešanica za qPCR je vsebovala 5 µl 2x SYBR Select Master Mix, 1 
µl smernega začetnega oligonukleotida in 1 µl protismernega začetnega oligonukleotida ter 
3 µl redčene cDNA. Uporabljeni začetni oligonukleotidi so navedeni v preglednici 5 (Sigma-
Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija), vsi začetni oligonukleotidi referenčnih genov pa 
v preglednici 6 (Qiagen, Hilden, Nemčija).  
Preglednica 5. Začetni oligonukleotidi za analizo izražanja dolgih nekodirajočih RNA. Navedeno je 
ime dolge nekodirajoče RNA, smerni in protismerni začetni oligonukleotidi ter referenca objave, po 
kateri so bili izbrani začetni oligonuklotidi. 
Simbol lncRNA Smerni začetni oligonukleotidi Protismerni začetni oligonukleotidi ref. 
SNHG1 5'-TAACCTGCTTGGCTCAAAGGG-3' 5'-CAGCCTGGAGTGAACACAGA-3' 
[Li in sod., 
2019] 
AB209630 5'-GGGCTATTGTCCCTAAGTTGAT-3' 5'-TGTCTTGTAGAGCATAAGGAAACC-3' 
[Zhou in sod., 
2016] 
Preglednica 6. Začetni oligonukleotidi referenčnih genov. Naveden je simbol gena, oznaka in 
kataloška številka komercialno dostopnih začetnih oligonukleotidov. 
Simbol gena Oznaka začetnega oligonukleotida Kataloška številka 
GAPDH Hs_GAPDH_vb.1_SG QT02504278 
PPIA Hs_PPIA_4_SG QT01866137 
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Za inkubacijo reakcijske mešanice smo uporabili naslednje pogoje: 2 min pri 50 °C, 2 min 
pri 95 °C in nato 45 ciklov z naslednjimi stopnjami: 15 s pri 95 °C in 1 min pri 60 °C. Po 
končanem pomnoževanju smo pridobili še talilne krivulje qPCR pomnožkov s postopnim 
dvigovanjem temperature od 60 do 95 °C (0,7 °C / 60 s), kar je povzročilo razpad qPCR 
pomnožkov in tako sproščanje interkalirajočega barvila SYBR Green, ki smo ga detektirali in 
na ta način preverili specifičnost pomnoževanja qPCR pomnožkov. GAPDH in PPIA smo 
uporabili kot referenčna gena. Analiza je potekala na aparatu ViiA 7 Real-Time PCR System. 
3.2.7.4 Analiza števila kopij gena NANOG 
Število kopij gena NANOG smo določili s pomočjo qPCR s sistemom sond TaqMan® (Applied 
Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, ZDA). Kot referenčno DNA z znanim 
številom kopij TERT smo uporabili kalibrator, komercialno dostopno DNA TaqMan Control 
Genomic DNA (Human male; kataloška številka: 4312660; Applied Biosystems; Thermo 
Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA). DNA smo redčili 2-, 4-, 8-, 16-, in 32-krat, z 
začetno koncentracijo 25 ng/µl, za umeritveno krivuljo, iz katere smo nato izračunali 
učinkovitost pomnoževanja za posamezno skupino vzorcev.  
Nato smo za analizo števila kopij NANOG izvedli reakcijo, v kateri smo hkrati (multiplex) s 
pomnoževanjem določili izražanje NANOG (detekcijski kanal FAM) in TERT (detekcijski kanal 
VIC). Za analizo smo uporabili komercialno dostopen komplet reagentov TaqMan Universal 
Master Mix II brez UGN (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, 
Kalifornija, ZDA). Reakcijska mešanica je vsebovala 5 µl 2x TaqMan Universal Master Mix II 
brez UGN, 0,5 µl detekcijske sonde za NANOG (20x NANOG-FAM TaqMan CN Assays; 
Hs04405955_cn), 0,5 µl detekcijske sonde za TERT (20x TaqMan CN Reference Assay 
TERT- VIC; kataloška številka: 4403316), 2 µl ddH2O in 2 µl redčene DNA s koncentracijo 
6,25 ng/µl. Vsi uporabljeni reagenti so bili od Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, 
Foster City, Kalifornija, ZDA. Za inkubacijo reakcijske mešanice smo uporabili naslednje 
pogoje: 2 min pri 50 °C, 10 min pri 95 °C in nato 40 ciklov z dvema stopnjama; 15 s pri 95 °C 
in 1 min pri 60 °C.  
3.2.8 Analiza metilacijskega statusa promotorja NANOG 
Metilacijo promotorske regije NANOG smo preverili tako, da smo izolirano DNA najprej 
bisulfitno pretvorili ter nato s PCR pomnožili tarčni odsek pretvorjene DNA in pridobili 
metilacijski status posameznih metilacijskih mest (CpG) s sekvenciranjem po Sangerju. 
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Najprej smo s pomočjo podatkovne zbirke Ensembl [Howe in sod., 2019] (izdaja 96) 
pridobili zaporedje promotorske regije transkripta NANOG 201 (ENST00000229307.9; >12 
dna:chromosomechromosome: GRCh38:12:7787400:7791801:1) za pripravo začetnih 
oligonukleotidov, za preverjanje metilacijskega statusa promotorja NANOG z metodo 
sekvenciranja po Sangerju. 
Genomske lokacije posameznih mest CpG promotorske regije transkripta NANOG 201 smo 
poiskali s pomočjo podatkovne zbirke Ensembl (izdaja 100; GRCh38.p13). Identifikacijske 
oznake posameznih mest CpG smo poiskali s pomočjo dostopnih podatkov o mestih CpG, 
ki so jih pridobili z analizo mikromrež MethylationEPIC v1.0 B5 Array v datoteki Infinium 
MethylationEPIC v1.0 B5 Manifest File [Ilumina, 2020]. 
3.2.8.1 Bisulfitna pretvorba DNA 
Bisulfitno pretvorbo DNA smo izvedli s pomočjo komercialno dostopnega kompleta 
reagentov innuCONVERT Bisulfite Basic Kit (Analytik Jena AG, Jena, Nemčija), po navodilih 
proizvajalca. Za pretvorbo smo uporabili 500 ng DNA posameznega vzorca.  
3.2.8.2 Analiza metilacijskega statusa promotorja NANOG 
Tarčne odseke promotorja NANOG smo najprej pomnožili s pomočjo PCR metode. PCR 
reakcijska mešanica je vsebovala 0,2 µl 5 µM začetnih oligonukleotidov (smernih in 
protismernih) (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija), 0,05 µl (5 enot/µl) 
HotStarTaq Plus DNA polimeraze, 1 µl 10x PCR Pufra, 0,7 µl (3,33 mM) dNTP-jev, 6,35 µl 
ddH2O (Qiagen, Hilden, Nemčija) in 15 ng bisulfitno pretvorjene DNA. Za inkubacijo 
reakcijske mešanice smo uporabili naslednje pogoje: 10 min pri 95 °C in nato 40 ciklov z 
naslednjimi stopnjami: 1 min pri 95 °C, 1 min pri 61 °C, 1 min pri 72 °C in na koncu še korak 
10 min pri 72 °C na aparaturi SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems; Thermo 
Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA). Vsi uporabljeni začetni oligonukleotidi so 
navedeni v preglednici 7.  
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Preglednica 7. Začetni oligonukleotidi za analizo promotorja NANOG. Navedeni so začetni 
oligonukleotidi, smerni in protismerni, za pomnoževanje posameznega dela promotorja NANOG z 
navedenimi mesti CpG, ki smo ga uporabili za analizo metilacijskega statusa.  




1 GTATAGATAGGGTTTTATTATGTTGG  AAAAAAAACTTACCCTCCTATCTCT 1-10 
2 AGAGATAGGAGGGTAAGTTTTTTTT   ATAATTTTTAAAAACAAAACTCTTTAACTC  11-15 
3 GAATAAAAGTTAGTTTGTGTGGGAGT  CCATTTTCCTCTTTCATTCACTCT  16-21 
4 AGAGTGAATGAAAGAGGAAAATGG  TCCAACTTTTAAATCAAAAATATAATTCAAC 22-36 
5 AGAGTAGTTGGGATTATAGATATTTA  TAACATAAAACAACCAACTCAATCC  37-40 
6 GGGTGGGTTTAAGGTGATAGAG  TCAAACCCACAAATCACAAACA  41 
Velikost PCR pomnožkov (preglednica 8) posameznih delov promotorja NANOG smo pred 
sekvenciranjem preverili s pomočjo agarozne gelske elektroforeze.  
Preglednica 8. Velikost posameznih pomnožkov promotorja NANOG. Za vsak pomnožek za analizo 
metilacijskega statusa je navedena dolžina pomnožka v baznih parih. 
Pomnožek Dolžina pomnožka 
1 498 bp 
2 330 bp 
3 567 bp 
4 521 bp 
5 531 bp 
6 338 bp 
Za pripravo 2 % (m/v) agaroznega gela smo v erlenmajerico zatehtali 2 g agaroze (Sigma-
Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija) in dodali 100 ml pufra 1x TBE (Tris boratni pufer; 
Tris-borat-EDTA pufer; sestava pufra 10x TBE je navedena v preglednici 9; 10x TBE pufer 
smo po pripravi 10x redčili z dH20, da smo pripravili delovno raztopino.). Mešanico smo v 
mikrovalovni pečici segrevali in občasno premešali, dokler se agaroza ni raztopila. Ko se je 
mešanica nekoliko ohladila, smo dodali 10 µl barvila Midori Green Advance DNA Stain 
(NIPPON Genetics Europe, Dueren, Nemčija), nežno pomešali in nato vlili v kadičko za 
elektroforezo z vstavljenimi glavnički za nanašalne jamice in ohladili mešanico, da se je 
tvoril trd gel. Nato smo k 1,5 µl lestvice DNA (100 bp DNA Ladder H3 RTU; NIPPON Genetics 
Europe, Dueren, Nemčija), raztopina DNA fragmentov znane velikosti, in k 5 µl 
posameznega PCR pomnožka dodali še 1,5 µl nanašalnega pufra (sestava je navedena v 
preglednici 10). Mešanico smo nato nanesli v nanašalne jamice na gelu in ga nato prestavili 
v banjico za elektroforezo napolnjeno s pufrom 1x TBE. Elektroforezo smo izvedli pri 
konstantni napetosti 90 V in po zaključeni elektroforezi gel fotografirali pod UV svetlobo.  
Grubelnik, G. Izražanje transkripcijskega dejavnika NANOG pri predrakavih spremembah in PR ustne votline. 
   Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta; Ljubljana, 2021. 
25 
 
Preglednica 9. Sestava 10x pufra TBE. Navedena je sestava za 1000 ml pufra Tris-borat-EDTA. 
Sestavina Masa/volumen Proizvajalec 
Baza Tris 108 g Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
Borova kislina 55 g Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
EDTA 7,4 g USB, Amersham Life Science, Amersham, Velika Britanija 
dH2O 1000 ml B.Braun, Melsungen, Nemčija 
Preglednica 10. Sestava nanašalnega pufra. Navedena je sestava za 50 ml nanašalnega pufra za 
nanašanje pomnožkov PCR na agarozno gelsko elektroforezo. 
Sestavina Masa/volumen Proizvajalec 
Bromfenol modro 0,025 g Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
Ksilen cianol FF 0,025 g Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
NaOH 0,02 g Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
EDTA 0,375 g USB, Amersham Life Science, Amersham, Velika Britanija 
Formamid 47,5 ml Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
dH2O 2,5 ml B.Braun, Melsungen, Nemčija 
3.2.8.3 Sekvenciranje PCR pomnožkov in analiza pridobljenih zaporedij 
Pomnoženim tarčnim odsekom promotorja NANOG smo nukleotidno zaporedje in tako 
metilacijski status posameznih metilacijskih mest določili s sekvenciranjem po Sangerju. V 
prvem koraku smo pridobljene pomnožke PCR očistili s komercialno dostopnim reagentom 
ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, 
Foster City, Kalifornija, ZDA), po navodilih proizvajalca. Reakcija je vsebovala 1 µl reagenta 
in 2,5 µl PCR pomnožka. Reakcijsko mešanico smo inkubirali 15 min pri 37 °C in v drugem 
koraku 15 min pri 80 °C. Očiščene pomnožke PCR smo uporabili kot matrico za sekvenčno 
reakcijo z uporabo komercialno dostopnega kompleta reagentov Big-Dye Terminator 
chemistry version 1.1 (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, 
ZDA). Reakcijska mešanica za sekvenčno reakcijo je vsebovala 1 µl BigDye Terminator 
version 1.1, 3,5 µl 5x BigDye Terminator buffer, 11,7 µl ddH2O, 0,3 µl začetnega 
oligonukleotida in 3,5 µl očiščenega pomnožka PCR. Vsi uporabljeni začetni oligonukleotidi 
za PCR posameznih mest CpG in za sekvenčno reakcijo so navedeni v preglednici 7. Za 
inkubacijo reakcijske mešanice smo uporabili naslednje pogoje: 1 min pri 96 °C in nato 25 
ciklov z naslednjimi stopnjami: 10 s pri 96 °C, 5 s pri 50 °C in 4 min pri 60 °C. Vse PCR reakcije 
smo izvedli z uporabo PCR aparature SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems; 
Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA). Pomnožke sekvenčne reakcije smo 
nato očistili z uporabo komercialno dostopnega reagenta BigDye X-Terminator (Applied 
Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA) po navodilih proizvajalca 
ter nato izvedli kapilarno elektroforezo na napravi SeqStudio Genetic Analyzer (Applied 
Grubelnik, G. Izražanje transkripcijskega dejavnika NANOG pri predrakavih spremembah in PR ustne votline. 
   Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta; Ljubljana, 2021. 
26 
 
Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA) po navodilih proizvajalca 
po programu LongSeq (pogoji so navedeni v preglednici 11). Pridobljene elektroferograme 
smo analizirali s pomočjo programa Sequence Scanner Software 2, Version: 2.0 (Applied 
Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Foster City, Kalifornija, ZDA). 
Preglednica 11. Pogoji programa za sekvenciranje promotorskega odseka gena NANOG. Navedeni 
so pogoji programa LongSeq, ki smo ga uporabili za sekvenciranje posameznih pomnožkov 
promotorja NANOG. 
Pogoji sekvenciranja Vrednost in enota pogoja sekvenciranja  
Temperatura kapilare 60 °C 
Napetost pred pričetkom sekvenciranja novega vzorca 13 000 V 
Čas pred pričetkom sekvenciranja novega vzorca 180 s 
Napetost pri injiciranju 1400 V 
Čas injiciranja 10 s 
Napetost pri sekvenciranju 4000 V 
Čas naraščanja napetosti do končne napetosti sekvenciranja 300 s 
Čas sekvenciranja 5140 s 
3.2.9 Statistična obdelava podatkov 
Pridobljene podatke smo analizirali po metodi relativne kvantifikacije, opisane v literaturi 
[Latham, 2010]. Za statistične analize izražanja posamezne genov (mRNA), miRNA ali 
lncRNA ter izračun števila kopij gena NANOG smo uporabili vrednosti ∆Cq ali ∆∆Cq. V 
programu IBM SPSS Statistics, version 24 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, ZDA) smo analizirali 
statistično značilnost sprememb, za odvisne skupine vzorcev smo uporabili Wilcoxon test 
predznačenih rangov, za neodvisne skupine vzorcev Mann-Whitney U test, za izračun 
korelacij pa smo uporabili Spermanov koeficient. Morebiten diagnostični potencial NANOG 
smo ocenili s pomočjo analize krivulj karakteristik delovanja sprejemnika (ROC, angl. 
receiver operating characteristics). Pri vseh statističnih testih smo razlike označili kot 
statistično značilne pri vrednosti p < 0,05. Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, 
Washington, ZDA) smo uporabili za grafični prikaz rezultatov. 
Vrednosti Cq, ki smo jih pridobili s pomočjo qPCR metode, smo analizirali po metodi 
relativne kvantifikacije [Latham, 2010].  
V prvem koraku smo za vsako posamezno mRNA/miRNA/lncRNA za vsako skupino vzorcev 
posebej določili učinkovitost pomnoževanja (E) po enačbi 1. Naklon premice umeritvene 
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krivulje smo določili s pomočjo serijskih redčitev, kot je opisano v poglavju 3.2.7. Nato smo 
za vsak triplikat izračunali povprečje Cq za posamezno redčitveno točko krivulje.  
Enačba 1. Izračun učinkovitosti pomnoževanja (E) za posamezno mRNA/miRNA/lncRNA; (n): naklon 
premice umeritvene krivulje. 
𝐸 = 10−
1
𝑛 − 1 
V naslednjem koraku smo za vsak posamezni vzorec za posamezno testirano 
mRNA/miRNA/lncRNA izračunali povprečje tehničnih ponovitev duplikata. Nato smo z 
upoštevanjem učinkovitosti pomnoževanja izračunali vrednost Cq posameznega vzorca, če 
bi bila učinkovitost pomnoževanja 100 % (enačba 2). 
Enačba 2. Izračun vrednosti Cq 100% za posamezni vzorec za posamezno testirano 
mRNA/miRNA/lncRNA; (Cq 100%) vrednost Cq, če bi bila učinkovitost pomnoževanja 100 %; (Cq) 
povprečna vrednost Cq tehničnih ponovitev posameznega vzorca. 
𝐶𝑞 100 % = 𝐶𝑞 ∘ log2(1 + 𝐸) 
Nato smo za vsak posamezni vzorec izračunali geometrijsko povprečno vrednost Cq100% za 
referenčne gene (CqRG) (navedeni v poglavju: 3.2.7) in jo odšteli od povprečne vrednosti Cq 
posameznega vzorca za posamezno testirano mRNA, miRNA ali lncRNA, da smo izračunali 
vrednosti ΔCq (enačba 3). ΔCq vrednosti smo nato uporabili za statistične analize. 
Enačba 3. Izračun vrednosti ΔCq 100% za posamezen vzorec; (Cq100%) Cq vrednost posamezne 
mRNA/miRNA/lncRNA posameznega vzorca ob 100 % učinkovitosti pomnoževanja; (CqRG) 
geometrijsko povprečje vrednosti Cq referenčnih genov ob 100 % učinkovitosti pomnoževanja. 
∆𝐶𝑞100 % = 𝐶𝑞100 % − 𝐶𝑞𝑅𝐺 
Nato smo izračunali vrednost ΔΔCq vzorcev na dva različna načina. V primeru, ko smo 
računali ΔΔCq parnih vzorcev (npr. ploščatocelični rak ustne votline (PR) in histološko 
najmanj spremenjena ustna sluznica ob PR istega bolnika), smo ΔΔCq izračunali po enačbi 
4. 
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Enačba 4. Izračun vrednosti ΔΔCq pripadajočih vzorcev; (ΔCq 100 % a) Cq histološko najmanj 
spremenjene ustne sluznice ob PR za posamezno mRNA/miRNA/lncRNA; (ΔCq 100 % b) Cq PR za 
posamezno mRNA/miRNA/lncRNA. 
ΔΔCq = Δ𝐶𝑞100 % 𝑎 − Δ𝐶𝑞100 % 𝑏 
V drugem primeru, za neparne vzorce, smo za posamezno mRNA/miRNA/lncRNA izračunali 
ΔΔCq tako, da smo od povprečne vrednosti ΔCq normalne ustne sluznice odšteli povprečne 
vrednosti ΔCq za posamezno mRNA/miRNA/lncRNA ostalih skupin vzorcev (enačba 5).  
Enačba 5. Izračun vrednosti ΔΔCq za neparne vzorce; (ΔCq 100 % a) povprečna vrednost Cq 100 % 
normalne ustne sluznice; (ΔCq 100 % q) povprečna vrednost Cq 100 % analizirane skupine. 
ΔΔCq = ΔCq̅̅ ̅̅ ̅100 % 𝑎 − ΔCq̅̅ ̅̅ ̅100 % 𝑞 
V naslednjem koraku smo izračunali še večkratnik spremembe izražanja (angl. fold change) 
posamezne mRNA, miRNA ali lncRNA po enačbi 6, z uporabo vrednosti ΔΔCq za posamezno 
mRNA, miRNA ali lncRNA v posamezni skupini vzorcev. 
Enačba 6. Izračun večkratnika spremembe (Fc) izražanja posamezne mRNA, miRNA ali lncRNA v 
posamezni skupini vzorcev. 
𝐹𝑐 = 2−∆∆𝐶𝑞 
Diagnostični potencial gena NANOG smo določili z analizo krivulj karakteristik delovanja 
sprejemnika ROC (angl. receiver operating characteristics; ROC), tako da smo izračunali 
vrednost d po enačbi 4 [Perkins in Schisterman, 2006], ki ima najnižjo vrednost v optimalni 
točki. Optimalno točko smo določili na krivulji najbližje idealni točki (0, 1) z najnižjo d 
vrednostjo. Pri vsaki krivulji smo preverili tudi občutljivost in specifičnost v optimalni točki. 
Za statistične izračune smo uporabili vrednosti ΔCq in razlike označili kot statistično 
značilne pri vrednosti p<0,05. 
Enačba 7. Izračun razdalje med točko (0, 1) in točko na krivulji ROC za gen NANOG; (sn) občutljivost; 
(sp) specifičnost. 
𝑑 = √(1 − 𝑠𝑛)
2 + (1 − 𝑠𝑝)
2 
Grubelnik, G. Izražanje transkripcijskega dejavnika NANOG pri predrakavih spremembah in PR ustne votline. 
   Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta; Ljubljana, 2021. 
29 
 
Za določanje števila kopij smo prav tako uporabili zgoraj opisano metodo relativne 
kvantifikacije, kjer smo najprej določili učinkovitost pomnoževanja za vsak gen in skupino 
vzorcev posebej z uporabo enačbe 1, ter nato 100 % učinkovitost pomnoževanja z uporabo 
enačbe 2. Za izračun števila kopij gena NANOG (fluorescenčni signal FAM) smo najprej 
normalizirali posamezne vrednosti Cq za vsak vzorec glede na vrednosti Cq gena TERT 
(fluorescenčni signal VIC), tako da smo odšteli vrednost Cq FAM 100 % od vrednosti Cq VIC 
100 %, da smo dobili vrednost ΔCq (enačba 8). Nato smo za posamezni vzorec izračunali 
povprečno vrednost ΔCq. V naslednjem koraku smo vse vzorce normalizirali glede na 
kalibrator (glej poglavje: 3.2.7.4), da smo lahko izračunali vrednost ΔΔCq (enačba 5). Na 
koncu smo izračunali število kopij NANOG (R) za posamezni vzorec s pomočjo enačbe 9. 
Enačba 8. Izračun vrednosti ΔCq za posamezni vzorec, pri 100 % učinkovitosti pomnoževanja. 
∆𝐶𝑞 = 𝐶𝑞𝐹𝐴𝑀 100 % − 𝐶𝑞𝑉𝐼𝐶 100 % 
Enačba 9. Izračun števila kopij NANOG (R) za posamezni vzorec. 
𝑅 = 2 × 2−∆∆𝐶𝑞 
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4.1 Imunohistokemična analiza izražanja proteina NANOG in njegovih 
regulatorjev  
4.1.1 Izražanje proteina NANOG 
Pri vseh pozitivnih reakcijah smo zaznali samo citoplazmatsko reakcijo. Kot pozitivno 
kontrolo smo uporabili seminom testisa, kjer smo, tako kot navaja proizvajalec, zaznali 
samo jedrno reakcijo [de Vicente in sod., 2019; Rodrigo in sod., 2017]. 
4.1.1.1 Izražanje proteina NANOG v normalni ustni sluznici 
V nobenem vzorcu fetalne ustne sluznice nismo zaznali proteina NANOG. V ostalih fetalnih 
tkivih smo izražanje NANOG zaznali le v testisih in ovarijih [Grubelnik in sod., 2020a]. V 
normalni ustni sluznici odraslih prav tako nismo zaznali proteina NANOG (slika 1).  
 
Slika 1. NANOG v normalni ustni sluznici.(a) Hematoksilin in eozin; povečava 100-krat. (b) Negativno 
imunohistokemično barvanje NANOG; povečava 100-krat. 
4.1.1.2 Izražanje proteina NANOG v ploščatoceličnih intraepitelijskih spremembah 
V PIS nizke stopnje (slika 2a) smo zaznali zelo blago reakcijo obarvanja NANOG proteina pri 
29 (93,55 %) vzorcih (slika 2b). V PIS visoke stopnje (slika 2c) smo zaznali NANOG v 34 
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(94,44 %) vzorcih; pri 11 (32,35 %) je bila reakcija blaga do zmerna in pri 23 (67,65 %) močna 
(slika 2d).  
 
Slika 2. NANOG v ploščatoceličnih intraepitelijskih spremembah ustne votline. (a) Ploščatocelična 
intraepitelijska sprememba nizke stopnje. Hematoksilin in eozin; povečava 100-krat. (b) Blaga 
citoplazmatska reakcija NANOG v področju ploščatocelične intraepitelijske spremembe nizke 
stopnje. Imunohistokemija; povečava 100-krat. (c) Ploščatocelična intraepitelijska sprememba 
visoke stopnje. Hematoksilin in eozin; povečava 100-krat. (d) Močna citoplazmatska reakcija 
NANOG v področju ploščatocelične intraepitelijske spremembe visoke stopnje. Imunohistokemija; 
povečava 100-krat. 
4.1.1.3 Izražanje proteina NANOG v ploščatoceličnem raku ustne votline 
NANOG smo imunohistokemično analizirali na 31 vzorcih PR (slika 3a), vklopljenih v parafin, 
pri katerih je bilo dovolj tkiva za vse analize. V vseh testiranih vzorcih PR smo zasledili 
Grubelnik, G. Izražanje transkripcijskega dejavnika NANOG pri predrakavih spremembah in PR ustne votline. 
   Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta; Ljubljana, 2021. 
32 
 
izražanje NANOG (slika 3b). V 16 (51,61 %) vzorcih je bila reakcija blaga do zmerna, v 15 
vzorcih (48,39 %) je bila reakcija močna. V 9 vzorcih PR N0 (n = 14) je bila reakcija blaga do 
zmerna, v 5 vzorcih pa močna. V 7 vzorcih PR N+ (n = 17) je bila reakcija blaga do zmerna, v 
10 vzorcih pa močna. Ocenjen delež celic PR, v katerih smo zaznali izražanje proteina 
NANOG, je bil več kot 75 % pri 25 vzorcih (80,64 %), 50-75 % pri 3 vzorcih (9,68 %) in 25-
50 % pri 3 vzorcih (9,68 %). V vzorcih histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR (n=31) 
smo zaznali zelo blago reakcijo v 27 (87,10 %) vzorcih. V primeru ustne sluznice PR N+ je 
bila močna reakcija prisotna pri višjem številu vzorcev kot pri skupini PR N0. Končni rezultati 
imunohistokemičnega barvanja proteina NANOG in vrednosti p za ločevanje normalne 
sluznice od ostalih skupin so prikazani v preglednici 12. Prav tako je bila značilna razlika 
med skupinama PIS nizke in PIS visoke stopnje (p < 0,001). Za izračun smo uporabili Mann–
Whitney U test.  
Preglednica 12. Rezultati imunohistokemičnega barvanja proteina NANOG. 
 
Imunohistokemični rezultat (povprečna 
vrednost ± SD) 
 Vrednost p 
Normalna sluznica 0 ± 0,00 / 
Ploščatocelična intraepitelijska 
sprememba nizke stopnje 
3,73 ± 1,00 < 0,001 
Ploščatocelična intraepitelijska 
sprememba visoke stopnje 
10,4 ± 3,2 < 0,001 
Ploščatocelični rak 9,87 ± 2,87 < 0,001 
Histološko najmanj spremenjena 
sluznica ob raku 
3,47 ± 1,36 < 0,001 
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Slika 3. NANOG v ploščatoceličnem raku ustne votline. (a) Hematoksilin in eozin; povečava 100-krat. 
(b) Močna citoplazmatska reakcija NANOG v karcinomskih celicah, imunohistokemija; povečava 
100-krat. 
4.1.2 Analiza izražanja proteinskih regulatorjev NANOG 
Protein SOX2 smo zaznali skupno v 11 vzorcih PR; v 6 vzorcih (40 %) skupine bolnikov s PR 
N0 in 5 vzorcih (33,33 %) skupine bolnikov s PR N+. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili PR 
pljuč, kjer je bila izražena močna jedrna reakcija. 
V naših vzorcih nismo zaznali pozitivne imunohistokemične reakcije za protein 
OCT4/POU5F1. Na seminomu testisa, ki je služil kot pozitivna kontrola, smo preverili 
ustreznost imunohistokemične reakcije, zaznali smo samo jedrno reakcijo, kot navaja 
proizvajalec. 
4.2 Molekularne preiskave 
Z molekularnimi preiskavami smo analizirali izražanje gena (mRNA) NANOG ter nekaterih 
njegovih izbranih proteinskih regulatorjev (OCT4/POU5F1, SOX2, AGR2, KLF4 in NOTCH1), 
nekaterih izbranih miRNA (miR-27a, miR-34a, miR-99b, miR-137, miR-145 in miR-335) in 
lncRNA (RoR, SNHG1 in AB209630), ki so vključene v uravnavanje izražanja NANOG. 
Preverili smo tudi število kopij in metilacijski status promotorja NANOG. 
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4.2.1 Analiza izražanja gena NANOG  
V naši raziskavi smo izražanje NANOG na nivoju mRNA preverili v vzorcih, shranjenih v 
stabilizacijski tekočini RNAlater, in v parafinskih blokih, iz katerih smo bodisi odrezali rezine 
bodisi smo odvzeli vzorce s pomočjo igle.  
4.2.1.1 Analiza izražanja gena NANOG v vzorcih, shranjenih v stabilizacijski tekočini 
RNAlater  
Pri 90 bolnikih s PR ustne votline (29 vzorcev T1/T2 N0; 35 vzorcev T1/T2 N+; 5 vzorcev 
T3/T4 N0; 21 vzorcev T3/T4 N+) smo zaznali izražanje gena NANOG v vseh vzorcih PR, 
odsotnost izražanja pa v 10 od 90 vzorcev pripadajoče histološko najmanj spremenjene 
ustne sluznice. 
Glede na stabilnost izražanja referenčnih genov (GAPDH, HPRT1 in IPO8) smo v nadaljnjo 
analizo izražanja vključili 82 vzorcev PR (25 vzorcev T1/T2 N0; 33 vzorcev T1/T2 N+; 3 vzorce 
T3/T4 N0; 21 vzorcev T3/T4 N+). Vzorce histološko najmanj spremenjene ustne sluznice 
smo zaradi velike variabilnosti vrednosti Cq vseh referenčnih genov izključili iz nadaljnje 
statistične analize in primerjav. 
Za primerjavo izražanja NANOG v neodvisnih skupinah vzorcev smo uporabili vrednosti ∆Cq 
in Mann–Whitney U test. V izražanju NANOG med PR N0 in PR N+, neodvisno od statusa T, 
ni bilo statistično značilne razlike. Prav tako ni bilo razlik glede na status T, neodvisno ali 
odvisno od statusa N.  
Za preverjanje asociacije med izražanjem NANOG in statusom T ali statusom N smo 
uporabili ∆Cq in dvostranski Spearmanov test. Statistično značilne asociacije nismo zaznali. 
Rezultati so prikazani v preglednici 13.  
Preglednica 13. Asociacija izražanja gena NANOG s statusom T in N v vzorcih ploščatoceličnega raka 
ustne votline, shranjenih v stabilizacijski tekočini RNAlater. 




−0,060 −0,013 −0,081 
Vrednost p (2-stranski test) 0,591 0,907 0,467 
Število vzorcev 82 82 82 
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4.2.1.2 Analiza izražanja gena NANOG v parafinskih rezinah  
Izražanje gena NANOG smo najprej preverili pri 30 bolnikih s PR (15 N0 in 15 N+). Kvaliteta 
izolirane RNA je bila za analizo izražanja mRNA ustrezna le pri 11 vzorcih PR (7 N0 in 4 N+) 
in 11 vzorcih histološko najmanj spremenjene ustne sluznice istih bolnikov. NANOG mRNA 
se je izražala v vseh 22 vzorcih. 
Za primerjavo parnih vzorcev smo uporabili ∆Cq in Wilcoxon test predznačenih rangov. 
Izražanje NANOG je bilo 5,86-krat (p = 0,018) znižano v PR N0, medtem ko je bilo v PR N+ 
izražanje povišano za 18,42-krat (p = 0,068) v primerjavi s histološko najmanj spremenjeno 
sluznico. Nato smo z uporabo Mann–Whitney U testa primerjali ∆∆Cq izražanja NANOG 
med skupinama PR N0 in PR N+. Izražanje NANOG je bilo med skupinama značilno različno 
(p = 0,008). Rezultati so prikazani kot relativna stopnja izražanja na sliki 4.   
 
Grubelnik, G. Izražanje transkripcijskega dejavnika NANOG pri predrakavih spremembah in PR ustne votline. 




Slika 4. Relativna stopnja izražanja gena NANOG in njegovih proteinskih regulatorjev SOX2, 
OCT4/POU5F1, AGR2, KLF4 in NOTCH1 v ploščatoceličnem raku ustne votline bolnikov brez zasevkov 
v primerjavi z vzorci ploščatoceličnega raka bolnikov z zasevki v področnih bezgavkah. Legenda: PR 
N0: ploščatocelični rak brez zasevkov v področnih bezgavkah, PR N+: ploščatocelični rak z zasevki v 
področnih bezgavkah, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
4.2.1.3 Analiza izražanja gena NANOG v vzorcih ploščatoceličnega raka v primerjavi z 
vzorci ploščatoceličnih intraepitelijskih sprememb  
Izražanje NANOG smo analizirali v 15 vzorcih normalne sluznice, 31 vzorcih PIS nizke 
stopnje, 36 vzorcih PIS visoke stopnje ter v 15 vzorcih histološko najmanj spremenjene 
sluznice ob PR in v 15 vzorcih PR. Tkivo smo iz parafinskih blokov odvzeli s pomočjo igle. 
mRNA gena NANOG se je izražala v vseh vzorcih vseh zgoraj naštetih skupin.  
Za primerjavo izražanja NANOG med parnimi vzorci smo uporabili ∆Cq in Wilcoxon test 
predznačenih rangov. Izražanje NANOG je bilo med skupinama PIS nizke in PIS visoke 
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stopnje primerljivo (1,08-krat), prav tako med vzorci histološko najmanj spremenjene ustne 
sluznice ob PR in vzorci PR (1,02-krat). 
Za primerjavo neodvisnih vzorcev smo uporabili ∆Cq in Mann–Whitney U test. Izražanje 
NANOG je bilo v primerjavi z izražanjem v vzorcih normalne ustne sluznice povišano v vseh 
skupinah, v PIS nizke stopnje 1,74-krat (p < 0,001), v PIS visoke stopnje 1,65-krat (p = 0,002), 
v vzorcih histološko najmanj spremenjene sluznice, odvzete ob PR, 1,32-krat, v PR pa 1,29-
krat. Rezultati so predstavljeni kot log2 relativne stopnje izražanja na sliki 5. 
Izražanje NANOG je bilo znižano za 1,28-krat v vzorcih PR v primerjavi s PIS visoke stopnje. 
 
Slika 5. Relativna stopnja izražanja (log2) genov (mRNA) NANOG, SOX2, OCT4/POU5F1, KLF4, AGR2 
in NOTCH1 v vzorcih ploščatoceličnih intraepitelijskih sprememb v vzorcih histološko najmanj 
spremenjene sluznice ob raku in v vzorcih ploščatoceličnega raka ustne votline v primerjavi z vzorci 
normalne ustne sluznice. Rezultati so predstavljeni z gručnimi stolpčnimi grafikoni in standardnimi 
napakami. Legenda: PIS: ploščatocelične intraepitelijske spremembe, PR: ploščatocelični rak, * p < 
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
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4.2.1.4 Diagnostični pomen izražanja gena NANOG  
Diagnostični pomen izražanja mRNA gena NANOG za ločevanje vzorcev normalne ustne 
sluznice od PIS nizke stopnje, PIS visoke stopnje, vzorcev histološko najmanj spremenjene 
ustne sluznice, odvzete ob PR (n=15), in od vzorcev PR (n=15), smo določili z analizo krivulj 
karakteristik delovanja sprejemnika (ROC). Rezultati so prikazani v preglednici 14. Pri vsaki 
krivulji smo preverili tudi občutljivost in specifičnost v optimalni točki. Pri dveh skupinah, 
PIS nizke stopnje in pri PIS visoke stopnje, je bila površina pod krivuljo ROC (AUC) statistično 
značilno večja od 0,5 (površina pod referenčno črto) (Slika 6).  
Preglednica 14. Analiza krivulj karakteristik delovanja sprejemnika izražanja gena NANOG. Določili 
smo možnost ločevanja normalne ustne sluznice od ustne sluznice s PIS nizke in PIS visoke stopnje, 
PR in ustne sluznice, odvzete ob PR, na osnovi izražanje gena NANOG. Legenda: PIS: ploščatocelične 
intraepitelijske spremembe, AUC: površina pod krivuljo ROC, SN: standardna napaka, d: razdalja 
med optimalno točko in točko (0, 1), (*): stopnja občutljivosti in specifičnosti v optimalni točki. 





Občutljivost* Specifičnost* d 
PIS nizke stopnje 0,832 0,074 < 0,001 0,688 - 0,977 0,742 0,867 0,290 





0,680 0,104 0,093 0,476 - 0,884 0,533 0,933 0,472 
Ploščatocelični rak 0,529 0,116 0,787 0,302 - 0,755 0,467 0,867 0,549 
Grubelnik, G. Izražanje transkripcijskega dejavnika NANOG pri predrakavih spremembah in PR ustne votline. 




Slika 6. Krivulja karakteristik delovanja sprejemnika izražanja gena NANOG za skupini PIS visoke 
stopnje (a)  in pri PIS nizke stopnje (b), kjer je bila površina pod krivuljo ROC (AUC) statistično značilno 
večja od 0,5 (površina pod referenčno črto). Legenda: PIS: ploščatocelične intraepitelijske 
spremembe, ROC: krivulje karakteristik delovanja sprejemnika. 
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4.2.2 Analiza izražanja genov (mRNA) proteinskih regulatorjev NANOG 
Regulacija izražanja mRNA in proteina NANOG kljub veliko opravljenim raziskavam pri 
različnih rakih še vedno ni povsem znana. V naši raziskavi smo preverili izražanje genov 
(mRNA) nekaterih proteinskih regulatorjev NANOG (SOX2, OCT4/POU5F1, KLF4, NOTCH1 in 
AGR2) v vzorcih, shranjenih v stabilizacijski tekočini RNAlater in vklopljenih v parafin, iz 
katerih smo bodisi odrezali rezine bodisi smo odvzeli vzorce s pomočjo igle. 
4.2.2.1 Analiza izražanja genov (mRNA) proteinskih regulatorjev NANOG v vzorcih, 
shranjenih v stabilizacijski tekočini RNAlater  
Izražanje mRNA proteinskih regulatorjev NANOG smo zaznali v večini vzorcev 90 bolnikov s 
PR (29 vzorcev T1/T2 N0; 35 vzorcev T1/T2 N+; 5 vzorcev T3/T4 N0; 21 vzorcev T3/T4 N+) 
in v vzorcih histološko najmanj spremenjene ustne sluznice ob PR (preglednica 15).  
Preglednica 15. Izražanje genov mRNA proteinskih regulatorjev NANOG v vzorcih ploščatoceličnega 
raka ustne votline in histološko najmanj spremenjene ustne sluznice ob raku. 
Glede na stabilnost izražanja referenčnih genov (GAPDH, HPRT1 in IPO8) smo v nadaljnjo 
analizo izražanja vključili le 82 vzorcev PR (25 vzorcev T1/T2 N0; 33 vzorcev T1/T22 N+; 3 
vzorce T3/T4 N0; 21 vzorcev T3/T4 N+). Vzorce histološko najmanj spremenjene ustne 
sluznice ob PR smo zaradi velike variabilnosti vrednosti Cq vseh referenčnih genov izključili 
iz nadaljnje statistične analize in primerjav. 
Za primerjavo izražanja mRNA proteinskih regulatorjev NANOG med neodvisnimi vzorci PR 
smo uporabili ∆Cq in Mann–Whitney U test. V izražanju regulatorjev med PR N0 in PR N+, 
neodvisno od statusa T, ni bilo značilne razlike. Prav tako ni bilo razlik glede na status T, 
neodvisno ali odvisno od statusa N. 
mRNA Ploščatocelični rak 
Histološko najmanj spremenjena ustna 
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Za preverjanje korelacije med izražanjem NANOG in mRNA njegovih proteinskih 
regulatorjev smo uporabili ∆Cq in dvostranski Spearmanov test korelacije. Rezultati so 
prikazani v preglednici 16. Izražanje vseh proteinskih regulatorjev je bilo v statistično 
značilni pozitivni korelaciji z izražanjem NANOG, rezultate smo prikazali z ∆Cq na sliki 7. 
Preglednica 16. Rezultati korelacije izražanja gena NANOG z izražanjem genov njegovih proteinskih 
regulatorjev SOX2, OCT4/POU5F1, KLF4, AGR2 in NOTCH1 v vzorcih ploščatoceličnega raka ustne 
votline.  





0,292 0,395 0,570 0,219 0,515 
Vrednost p (2-stranski test) 0,008 < 0,001 < 0,001 0,048 < 0,001 
Število vzorcev 82 82 82 82 82 
Grubelnik, G. Izražanje transkripcijskega dejavnika NANOG pri predrakavih spremembah in PR ustne votline. 






Slika 7. Izražanje gena NANOG in proteinskih regulatorjev ter miR-34a s korelacijami pri vzorcih 
ploščatoceličnega raka ustne votline. Izražanje je prikazano na grafikonu kvartilov (ΔCq) z označeno 
mediano in osamelci. Legenda: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
4.2.2.2 Analiza izražanja mRNA proteinskih regulatorjev NANOG v parafinskih rezinah  
Izolirana RNA iz 30 vzorcev bolnikov s PR ustne votline (15 PR N0 in 15 PR N+), ki so bili 
vključeni v predhodno raziskavo izražanja miRNA [Zidar in sod., 2018], je bila za analizo 
izražanja mRNA ustrezna le pri 11 vzorcih PR (7 N0 in 4 N+) in 11 vzorcih histološko najmanj 
spremenjene ustne sluznice istih bolnikov. Pri vseh 22 vzorcih smo zaznali izražanje SOX2 
in OCT4/POU5F1, pri 21 vzorcih izražanje AGR2 in NOTCH1 in pri 19 vzorcih izražanje KLF4. 
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Za primerjavo parnih vzorcev smo uporabili ∆Cq in Wilcoxon test predznačenih rangov. 
Izražanje je bilo v skupini PR N0 (n = 7) znižano v primeru OCT4/POU5F1 (3,30-krat, p = 
0,018), povišano v primeru SOX2 (1,94-krat), AGR2 (15,78-krat) in pri NOTCH1 (2,48-krat, p 
= 0,028) v primerjavi s histološko najmanj spremenjeno ustno sluznico istega bolnika. 
Izražanje KLF4 je bilo med PR N0 in histološko najmanj spremenjeno sluznico ob PR 
primerljivo (1,24-krat). V skupini PR N+ (n = 4) je bilo izražanje v primerjavi s histološko 
najmanj spremenjeno sluznico ob PR neznačilno povišano pri OCT4/POU5F1 (6,65-krat) in 
pri AGR2 (4,46-krat) ter znižano pri SOX2 (1,53-krat) in pri NOTCH1 (3,0-krat). Izražanje KLF4 
je bilo med PR N+ in histološko najmanj spremenjeno sluznico ob PR primerljivo (1,02-krat).  
Nato smo z uporabo Mann–Whitney U testa primerjali ∆∆Cq izražanja regulatorjev NANOG 
med skupinama PR N0 (n = 7) in PR N+ (n = 4). Izražanje OCT4/POU5F1 in NOTCH1 je bilo 
med skupinama značilno različno (p = 0,008 in p = 0,01), medtem ko ni bilo značilnih razlik 
za SOX2, KLF4 in AGR2. Rezultati so prikazani kot relativna stopnja izražanja na sliki 4. 
4.2.2.3 Analiza izražanja genov proteinskih regulatorjev NANOG v ploščatoceličnem raku 
v primerjavi s ploščatoceličnimi intraepitelijskimi spremembami 
Izražanje regulatorjev NANOG smo preverili tudi pri vzorcih normalne ustne sluznice, 
vzorcih PIS nizke in visoke stopnje ter pri PR (n = 15) in pri histološko najmanj spremenjeni 
ustni sluznici istega bolnika (n = 15). Iz parafinskih blokov smo s pomočjo igle tarčno odvzeli 
reprezentativno tkivo. 
mRNA regulatorjev NANOG se je izražala v vseh vzorcih normalne sluznice in PIS nizke 
stopnje. V vzorcih PIS visoke stopnje smo izražanje OCT4/POU5F1 in NOTCH1 zaznali pri 
vseh vzorcih, pri enem vzorcu nismo zaznali izražanja SOX2 in AGR2 ter pri dveh vzorcih 
izražanja KLF4. V vzorcih histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR se je mRNA 
regulatorjev izražala v večini vzorcev, razen pri enem, kjer nismo zaznali izražanja AGR2. V 
dveh vzorcih PR nismo zaznali izražanja SOX2 in AGR2.  
Primerjali smo parne vzorce PIS nizke in visoke stopnje z uporabo ∆Cq in Wilcoxon testa 
predznačenih rangov. Izražanje NOTCH1 in KLF4 je bilo med skupinama primerljivo (1,08-
krat in 1,29-krat), zvišano pri OCT4/POU5F1 (1,49-krat, p = 0,001) ter znižano pri SOX2 
(1,50-krat, p = 0,039) in pri AGR2 (1,46-krat) pri PIS visoke stopnje v primerjavi s PIS nizke 
stopnje. Prav tako smo primerjali parne vzorce histološko najmanj spremenjene sluznice 
ob PR in PR. Izražanje SOX2 (1,03-krat) in NOTCH1 (1,11-krat) je bilo med skupinama 
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primerljivo, zvišano pri OCT4/POU5F1 (1,70-krat, p = 0,023) ter znižano pri KLF4 (4,24-krat, 
p = 0,001) v skupini PR v primerjavi s histološko najmanj spremenjeno sluznico ob PR. 
Za primerjavo neodvisnih vzorcev smo uporabili ∆Cq in Mann–Whitney U test. 
Izražanje SOX2 je bilo v primerjavi z izražanjem v vzorcih normalne ustne sluznice zvišano 
pri PIS nizke stopnje 2,76-krat (p < 0,001) in pri PIS visoke stopnje 2,08-krat (p = 0,011) ter 
primerljivo pri vzorcih histološko najmanj spremenjene sluznice odvzete ob PR 1,25-krat in 
pri PR 1,21-krat. Izražanje OCT4/POU5F1 je bilo zvišano pri PIS nizke stopnje 2,44-krat 
(p < 0,001), pri vzorcih PIS visoke stopnje 3,77-krat (p < 0,001), pri vzorcih histološko 
najmanj spremenjene sluznice, odvzete ob PR, 3,68-krat (p < 0,001) in pri PR 6,24-krat 
(p < 0,001). Izražanje AGR2 je bilo zvišano pri PIS nizke stopnje 5,73-krat (p = 0,001), pri PIS 
visoke stopnje 4,70-krat (p < 0,001), pri vzorcih histološko najmanj spremenjene sluznice, 
odvzete ob PR, 1,56-krat ter pri PR 4,04-krat (p = 0,016). Izražanje NOTCH1 je bilo povišano 
pri PIS nizke stopnje 2,01-krat (p = 0,001) in PIS visoke stopnje 2,11-krat (p = 0,001) ter 
primerljivo pri vzorcih histološko najmanj spremenjene sluznice odvzete ob PR 1,14-krat in 
pri PR 1,26-krat. Izražanje KLF4 je bilo v primerjavi z izražanjem v vzorcih normalne ustne 
sluznice primerljivo pri PIS nizke 1,01-krat, pri PIS visoke stopnje 1,27-krat in pri vzorcih 
histološko najmanj spremenjene sluznice odvzete ob PR 1,21-krat ter znižano pri PR 5,15-
krat (p < 0,001). Rezultati so predstavljeni kot log2 relativne stopnja izražanja na sliki 5.  
Nato smo primerjali skupini PIS visoke stopnje in PR. Izražanje AGR2 je bilo med skupinama 
primerljivo (1,16-krat) ter povišano v vzorcih PR (n = 15) pri OCT4/POU5F1 (1,66-krat, 
p = 0,027) ter znižano pri SOX2 (2,52-krat, p = 0,027), NOTCH1 (2,65-krat, p < 0,001) in KLF4 
(4,04-krat, p < 0,001) v primerjavi s PIS visoke stopnje.  
Za preverjanje korelacije med izražanjem NANOG in izražanjem izbranih regulatorjev smo 
uporabili ∆Cq in dvostranski Spearmanov test korelacije. Rezultati in število vključenih 
vzorcev so prikazani v preglednici 17. Z izražanjem NANOG je bilo v značilni pozitivni 
korelaciji izražanje vseh mRNA proteinskih regulatorjev, le z mRNA AGR2 ni bilo korelacije. 
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Preglednica 17. Korelacije izražanja gena NANOG z izražanjem mRNA njegovih proteinskih 
regulatorjev.   





0,417 0,521 0,281 0,127 0,589 
Vrednost p (2-stranski test) < 0,001 < 0,001 0,003 0,192 < 0,001 
Število vzorcev 109 112 110 108 112 
4.2.3 Analiza izražanja mikro RNA, povezanih z regulacijo NANOG 
Izražanje izbranih miRNA (miR-27a, miR-34a, miR-99b, miR-137, miR-145 in miR-335) smo 
preverili v vzorcih, shranjenih v stabilizacijski tekočini RNAlater, in v vzorcih, fiksiranih v 
formalinu in vklopljenih v parafin, iz katerih smo odvzeli vzorce s pomočjo igle. miR-99b in 
miR-137 smo izpustili iz nadaljnje analize, ker pomnožki reakcij qPCR niso bili specifični, 
zato analiza rezultatov izražanja teh dveh miRNA ne bi bila zanesljiva.  
4.2.3.1 Analiza izražanja mikro RNA, povezanih z regulacijo NANOG, v vzorcih 
ploščatoceličnega raka  
Najprej smo preverili izražanje izbranih miRNA v vzorcih 90 bolnikov s PR (29 vzorcev T1/T2 
N0; 35 vzorcev T1/T2 N+; 5 vzorcev T3/T4 N0; 21 vzorcev T3/T4 N+) in histološko najmanj 
spremenjenih sluznicah ob PR, shranjenih v stabilizacijski tekočini RNAlater. V vseh 180 
vzorcih smo zaznali izražanje miR-27a, miR-34a, miR-145 in miR-335. 
V nadaljnjo analizo izražanja smo vključili 82 vzorcev PR (25 vzorcev T1/T2 N0; 33 vzorcev 
T1/T2 N+; 3 vzorce T3/T4 N0; 21 vzorcev T3/T4 N+), pri katerih je bilo stabilno izražanje 
tako referenčnih genov (GAPDH, HPRT1 in IPO8) za mRNA kot za miRNA (SNORA73A, 
SNORD61, SNORD72, SNORD95), da smo lahko analizirali korelacijo med izražanjem 
NANOG in njegovih potencialno regulatornih miRNA. Vzorce pripadajočih histološko 
najmanj spremenjenih sluznic ob PR smo zaradi velike variabilnosti vrednosti Cq vseh 
sedmih testiranih referenčnih genov izključili iz nadaljnje statistične analize in primerjav, 
saj rezultati ne bi bili zanesljivi. 
Za primerjavo izražanja miRNA med neodvisnimi vzorci PR smo uporabili ∆Cq in Mann–
Whitney U test. Pri izražanju miRNA med PR N0 in PR N+, neodvisno od statusa T, ni bilo 
značilnih razlik. Prav tako ni bilo razlik glede na status T, neodvisno od statusa N.  
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Za preverjanje korelacije med izražanjem gena NANOG in izražanjem izbranih miRNA smo 
uporabili ∆Cq in dvostranski Spearmanov test korelacije. Rezultati korelacij in asociacij 
izražanja gena NANOG ter statusa T in N PR s testiranimi miRNA so prikazani v preglednici 
18. Z izražanjem NANOG v vzorcih PR je bila v značilni pozitivni korelaciji le miR-34a 
(rs = 0,261, p = 0,018). Smo pa ugotovili značilno pozitivno asociacijo med izražanjem miR-
335 in statusom T (T1-T4) (rs = 0,236, p = 0,03). 
Preglednica 18. Korelacije in asociacije izražanja gena NANOG, statusa T in N z izražanjem testiranih 
miRNA pri ploščatoceličnem raku ustne votline. 
4.2.3.2 Analiza izražanja mikro RNA, povezanih z regulacijo NANOG, v vzorcih 
ploščatoceličnega raka v primerjavi z vzorci ploščatoceličnih intraepitelijskih 
sprememb ustne votline  
Izražanje miR-27a, miR-34a, miR-145 in miR-335 smo analizirali tudi v vzorcih normalne 
ustne sluznice v primerjavi s PIS nizke in visoke stopnje ter v primerjavi s histološko najmanj 
spremenjeno sluznico ob PR (n = 15) in PR (n = 15). Iz parafinskih blokov smo tarčno odvzeli 
reprezentativne vzorce s pomočjo igle. 
miR-27a in miR-145 sta se izražali v vseh vzorcih, miR-34a se v 1 vzorcu PIS nizke stopnje ni 
izražala, miR-335 izražanja nismo zaznali v 5 vzorcih normalne ustne sluznice, 4 vzorcih PIS 




0,068 0,261 0,132 0,149 
Vrednost p (2-stranski test) 0,543 0,018 0,237 0,182 




0,141 0,051 0,065 0,236 
Vrednost p (2-stranski test) 0,205 0,648 0,563 0,033 
Število vzorcev 82 82 82 82 
Status N  
Spearmanov koeficient 
asociacije 
0,041 0,000 0,124 −0,040 
Vrednost p (2-stranski test) 0,713 1,000 0,268 0,720 
Število vzorcev 82 82 82 82 
Status T in N  
Spearmanov koeficient 
asociacije 
0,135 0,030 0,084 0,177 
Vrednost p (2-stranski test) 0,227 0,789 0,453 0,112 
Število vzorcev 82 82 82 82 
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nizke stopnje, 1 vzorcu PIS visoke stopnje, 5 vzorcih histološko najmanj spremenjene 
sluznice ob PR ter pri 9 vzorcih PR. 
Za primerjavo parnih vzorcev smo uporabili ∆Cq in Wilcoxon test predznačenih rangov. 
Izražanje je bilo pri PIS visoke stopnje primerljivo za miR-27a (1,05-krat), miR-34a (1,13-
krat), miR-145 (1,14-krat) ter za miR-335 (1,29-krat) v primerjavi s PIS nizke stopnje. Nato 
smo primerjali parne vzorce histološko normalne sluznice, odvzete ob vzorcih PR, z vzorci 
PR ter ugotovili primerljivo izražanje pri miR-27a (1,02-krat), miR-34a (1,11-krat) in miR-
145 (1,26-krat) ter povišano izražanje pri miR-335 pri PR (1,89-krat) v primerjavi s histološko 
najmanj spremenjeno sluznico ob PR.  
Za primerjavo neodvisnih vzorcev smo uporabili ∆Cq in Mann–Whitney U test. Izražanje 
miR-34a je bilo v primerjavi z izražanjem v vzorcih normalne ustne sluznice primerljivo v 
vzorcih PIS nizke stopnje (1,15-krat) in PIS visoke stopnje (1,24-krat) ter znižano v vzorcih 
histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR (1,77-krat, p < 0,001) in v vzorcih PR (1,98-
krat, p < 0,001). Izražanje miR-145 je bilo v primerjavi z izražanjem v vzorcih normalne ustne 
sluznice povišano v vseh skupinah vzorcev, v vzorcih PIS nizke stopnje 1,49-krat (p = 0,038), 
v vzorcih histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR 1,85-krat (p = 0,004), v vzorcih PIS 
visoke stopnje 1,34-krat in v vzorcih PR 2,33-krat (p = 0,007). Izražanje miR-27a je bilo v 
primerjavi z izražanjem v vzorcih normalne ustne sluznice primerljivo pri PIS nizke in visoke 
stopnje (1,04-krat in 1,02-krat) ter znižano pri histološko najmanj spremenjeni sluznici ob 
PR in pri PR (1,16-krat in 1,14-krat). Izražanje miR-335 je bilo v primerjavi z izražanjem v 
vzorcih normalne ustne sluznice povišano pri vzorcih PIS nizke stopnje 2,08-krat (p = 0,009) 
in pri vzorcih PIS visoke stopnje 1,51-krat ter znižano pri vzorcih histološko najmanj 
spremenjene sluznice ob PR 2,20-krat (p = 0,005) in primerljivo z izražanjem pri PR (1,16-
krat). 
Rezultati so predstavljeni kot log2 relativne stopnja izražanja na sliki 8. 
Nato smo primerjali skupini PIS visoke stopnje in PR. Izražanje mir-27a je bilo med 
skupinama primerljivo (1,16-krat), povišano pri miR-145 v vzorcih PR (n = 15) (1,75-krat) ter 
znižano pri miR-34a (1,59-krat, p = 0,005) in miR-335 (1,75-krat) v primerjavi s PIS visoke 
stopnje.  
Za preverjanje korelacije med izražanjem gena NANOG in izražanjem izbranih miRNA smo 
uporabili ∆Cq in dvostranski Spearmanov test korelacije. Rezultati so prikazani v 
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preglednici 19. Z izražanjem NANOG je bilo v pozitivni korelaciji le izražanje miR-145 
(rs = 0,315, p = 0,001) in miR-335 (rs = 0,329, p = 0,002). Analiza je bila opravljena na 112 
vzorcih za miR-145 in miR-27a, na 111 vzorcih za miR-34a ter na 88 vzorcih za miR-335. 
Preglednica 19. Korelacija izražanja gena NANOG z izražanjem miRNA.  




0,042 0,315 0,056 0,329 
Vrednost p (2-stranski test) 0,661 0,001 0,560 0,002 
Število vzorcev 111 112 112 88 
 
 
Slika 8. Relativna stopnja izražanja (log2) mRNA NANOG ter miRNA v vzorcih ploščatoceličnih 
intraepitelijskih sprememb, najmanj spremenjene sluznice in ploščatoceličnega raka v primerjavi z 
vzorci normalne ustne sluznice. Legenda: PIS: ploščatocelične intraepitelijske spremembe, PR: 
ploščatocelični rak, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
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4.2.4 Analiza izražanja dolgih nekodirajočih RNA, povezanih z regulacijo NANOG v 
vzorcih ploščatoceličnega raka, v primerjavi z vzorci ploščatoceličnih 
intraepitelijskih sprememb  
Izbrane lncRNA, RoR, SNHG1 in AB209630 smo analizirali v vzorcih normalne sluznice, PIS, 
PR in vzorcih histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR. Iz parafinskih blokov smo 
tarčno odvzeli reprezentativne vzorce s pomočjo igle. 
lncRNA RoR, SNHG1 in AB209630 se niso izražale v vseh vzorcih. V preglednici 20 smo 
prikazali število vzorcev, v katerih smo zaznali izražanje posamezne lncRNA v posamezni 
skupini vzorcev. 
Preglednica 20. Izražanje izbranih dolgih nekodirajočih RNA. Legenda: PIS: ploščatocelične 
intraepitelijske spremembe, (+): izražanje, (-): ni izražanja. 
Najprej smo primerjali izražanje med skupinama PIS nizke in visoke stopnje. Za primerjavo 
parnih vzorcev smo uporabili ∆Cq in Wilcoxon test predznačenih rangov. Izražanje je bilo 
pri PIS visoke stopnje povišano pri RoR 1,36-krat (p = 0,051) in pri SNHG1 1,42-krat ter 
primerljivo pri AB209630 (1,21-krat).  
Nato smo primerjali parne vzorce histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR (n = 15) 
in vzorce PR (n = 15). Izražanje je bilo pri PR povišano pri RoR 3,86-krat in znižano 1,51-krat 
pri SNHG1. Pri AB209630 je bilo med skupinama izražanje primerljivo (1,12-krat). 
  lncRNA 




+ - + - + - 
Normalna ustna 
sluznica 
15 3 12 13 2 15 0 
PIS nizke stopnje 31 12 19 20 11 26 5 
PIS visoke stopnje 36 22 14 20 16 31 5 
Histološko najmanj 
spremenjena sluznica  
15 5 10 4 11 8 7 
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Za primerjavo neodvisnih vzorcev smo uporabili ∆Cq in Mann–Whitney U test. Izražanje 
RoR je bilo v primerjavi z izražanjem v vzorcih normalne ustne sluznice povišano pri vseh 
skupinah, v vzorcih PIS nizke stopnje 143,93-krat (p = 0.009), v vzorcih PIS visoke stopnje 
219,70-krat (p = 0,006), v vzorcih histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR 59,99-
krat (p = 0,002) in v vzorcih PR 231,56-krat (p = 0,001).  
Izražanje SNHG1 je bilo v primerjavi z izražanjem v vzorcih normalne ustne sluznice 
povišano pri vseh skupinah, v vzorcih PIS nizke stopnje 1,53-krat, v vzorcih PIS visoke 
stopnje 2,42-krat (p = 0,005), v vzorcih histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR 
4,91-krat (p = 0,024) in v vzorcih PR 3,26-krat (p = 0,007).  
Izražanje AB209630 je bilo v primerjavi z izražanjem v vzorcih normalne sluznice primerljivo 
v PIS nizke stopnje 1,17-krat, v vzorcih PIS visoke stopnje pa je bilo znižano 1,44-krat 
(p = 0,043). V vzorcih histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR je bilo izražanje 
povišano 24,93-krat (p < 0,001) in v vzorcih PR 27,93-krat (p < 0,001). 
Rezultati so predstavljeni kot log2 relativne stopnja izražanja na sliki 9. 
Nato smo preverili ali se izražanje izbranih lncRNA razlikuje med skupinama PIS visoke 
stopnje in PR (n = 15). Izražanje je bilo za RoR med skupinama primerljivo (1,05-krat) ter 
povišano pri PR v primeru SNHG1 (1,45-krat) in AB209630 (40,18-krat; p < 0,001) pri PR v 
primerjavi s PIS visoke stopnje. 
Za preverjanje korelacije med izražanjem gena NANOG in izražanjem izbranih lncRNA smo 
uporabili ∆Cq in dvostranski Spearmanov test korelacije. Rezultati so prikazani v 
preglednici 21. Z izražanjem NANOG je bilo v pozitivni korelaciji le izražanje RoR (rs = 0,684, 
p < 0,001). Analiza je bila opravljena na 47 vzorcih za RoR, na 86 vzorcih za AB209630 in na 
63 vzorcih za SNHG1. 
Preglednica 21. Korelacije izražanja gena NANOG z izražanjem dolgih nekodirajočih RNA.
  RoR AB209630 SNHG1 
NANOG mRNA 
Spearmanov koeficient korelacije 0,684 −0,118 0,176 
Vrednost p (2-stranski test) < 0,001 0,278 0,167 
Število vzorcev 47 86 63 
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Slika 9. Relativna stopnja izražanja (log2) mRNA NANOG ter dolgih nekodirajočih RNA v vzorcih 
ploščatoceličnih intraepitelijskih sprememb, histološko najmanj spremenjene sluznice ob raku in 
ploščatoceličnega raka ustne votline v primerjavi z vzorci normalne ustne sluznice. Legenda: PIS: 
ploščatocelične intraepitelijske spremembe, PR: ploščatocelični rak, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 
0,001. 
4.2.5 Analiza števila kopij gena NANOG 
V naši raziskavi smo analizirali število kopij NANOG s pomočjo tehnologije TaqMan v 87 
vzorcih PR (5 T1 N0; 6 T1 N+; 23 T2 N0; 28 T2 N+; 2 T3 N0; 16 T3 N+; 3 T4 N0; 4 T4 N+) in 87 
vzorcih histološko najmanj spremenjene sluznice. Vzorci so bili shranjeni v stabilizacijski 
tekočini RNAlater.  
V povprečju smo v vzorcih PR (n = 87) zaznali 3,45 ± 0,96 kopije gena NANOG in v vzorcih 
histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR (n = 87) 3,63 ± 0,47 kopije gena NANOG. 
PR in histološko najmanj spremenjena ustna sluznica ob PR se v številu kopij NANOG med 
seboj značilno razlikujeta (p < 0,001; Mann-Whitney), rezultati so prikazani na sliki 10. Na 
sliki 11 smo število kopij NANOG prikazali s stolpčnimi grafikoni, kjer smo vzorce PR z vzorci 
histološko najmanj spremenjene sluznice razporedili po statusu T (T1 -T4) in dodatno v 
posameznih skupinah glede na status N (N0 in N+). Pri 29 (33,33 %) vzorcih PR je bilo število 
kopij NANOG višje in pri 58 (66,67 %) vzorcih nižje v primerjavi s številom kopij v histološko 
najmanj spremenjeni sluznici ob PR. Pri 17 parih vzorcev (19,54 %) je bila razlika v številu 
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kopij večja in pri 70 parih vzorcev (80,46 %) nižja od ene kopije. Med posameznimi 
skupinami vzorcev PR z različnim statusom T (T1, T2, T3 in T4), neodvisno od statusa N, v 
številu kopij NANOG ni bilo značilnih razlik. Prav tako ni bilo značilnih razlik med PR N0 in 
PR N+ glede na status T (T1-T4). Med številom kopij NANOG in izražanjem mRNA ni bilo 
korelacije (Spearmanov test korelacij) (n = 79) (preglednica 22). 
 
Slika 10. Grafikon kvartilov števila kopij NANOG v vzorcih ploščatoceličnega raka in histološko 
najmanj spremenjene sluznice ob raku. Legenda: PR: ploščatocelični rak. 
 
Slika 11. Stolpčni grafikoni števila kopij NANOG v vzorcih ploščatoceličnega raka in število kopij 
NANOG v histološko najmanj spremenjeni sluznici, grafikoni so razporejeni po statusu T in N. 
Legenda: PR: ploščatocelični rak. Črna prekinjena črta označuje 4 kopije NANOG. 
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Preglednica 22. Korelacija gena NANOG s številom kopij gena NANOG v ploščatoceličnem raku in 
histološko najmanj spremenjeni sluznici.
4.2.6 Analiza metilacijskega statusa promotorja NANOG 
Metilacijski status smo določili za 41 CpG mest v promotorju NANOG (slika 12). Oznake CpG 
mest, genomsko lokacijo in identifikacijsko oznako, če je bila znana, smo navedli v 
preglednici 23. Identifikacijske oznake posameznih mest CpG smo poiskali s pomočjo 
dostopnih podatkov o mestih CpG, ki so jih pridobili z analizo mikromrež MethylationEPIC 
v1.0 B5 Array v datoteki Infinium MethylationEPIC v1.0 B5 Manifest File [Ilumina, 2020]. 
Za analizo smo uporabili 10 vzorcev PR in 10 vzorcev histološko najmanj spremenjene 
sluznice ob PR istega bolnika, ki so bili shranjeni v stabilizacijski tekočini RNAlater. Pri 
primerjavi zaporedij naših vzorcev z referenčnim zaporedjem smo identificirali dve dodatni 
mesti CpG, ki sta na sliki 12 obarvani z zeleno in označeni s številom 22 (A->G) in 29 (T->G). 
Primerjali smo metilacijski status vseh mest CpG za vsak par vzorcev posebej, določili CpG 
mesta z razliko v metilaciji in izračunali odstotek vzorcev, pri katerih je bila prisotna razlika 
v metilaciji (slika 13). Na mestih, označenih s števili 23-28 in 34-36, ni bilo razlike v metilaciji. 
Zaradi neustrezne kvalitete pridobljenih zaporedij iz vzorcev histološko najmanj 
spremenjene sluznice ob PR so rezultati deleža vzorcev s spremenjeno metilacijo mest CpG 
1-4 prikazani za 9 parov ter za mesta 16-18 in mesto 41 za 8 parov vzorcev.  
Med deležem spremenjene metilacije in izražanjem gena NANOG pri vzorcih PR ni bilo 
korelacije, kar smo preverili s pomočjo Spearmanovega koeficienta (preglednica 24). 
Preglednica 23. Oznake posameznih preučevanih metilacijskih mest (CpG) promotorja NANOG s 
podanimi genomskimi lokacijami in identifikacijskimi oznakami, če so znane.
Oznaka mesta CpG Genomska lokacija Identifikacijska oznaka  
1 chr12:7787494 / 
2 chr12:7787500 / 
  
Število kopij NANOG - 
histološko najmanj 
spremenjena sluznica 







Vrednost p (2-stranski test) 0,607 0,547 
Število vzorcev 79 79 
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Oznaka mesta CpG Genomska lokacija Identifikacijska oznaka  
3 chr12:7787532 / 
4 chr12:7787542 / 
5 chr12:7787642 / 
6 chr12:7787659 cg08977010 
7 chr12:7787701 / 
8 chr12:7787737 / 
9 chr12:7787827 / 
10 chr12:7787843 / 
11 chr12:7787951 cg10660253 
12 chr12:7787999 / 
13 chr12:7788032 / 
14 chr12:7788063 / 
15 chr12:7788105 / 
16 chr12:7788232 / 
17 chr12:7788257 cg12688240 
18 chr12:7788331 / 
19 chr12:7788437 cg17928406 
20 chr12:7788448 cg01734240 
21 chr12:7788525 cg18781032 
22 chr12:7788812 / 
23 chr12:7788831 / 
24 chr12:7788839 / 
25 chr12:7788869 / 
26 chr12:7788871 / 
27 chr12:7788877 / 
28 chr12:7788920 / 
29 chr12:7788965 / 
30 chr12:7788967 / 
31 chr12:7789005 / 
32 chr12:7789051 / 
33 chr12:7789055 / 
34 chr12:7789098 / 
35 chr12:7789100 / 
36 chr12:7789104 / 
37 chr12:7789185 / 
38 chr12:7789238 / 
39 chr12:7789317 / 
40 chr12:7789364 cg25540142 
41 chr12:7789430 / 
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Preglednica 24. Korelacija gena NANOG z deležem spremenjene metilacije promotorja NANOG. 
  Delež spremenjene metilacije NANOG 
NANOG 
mRNA 
Spearmanov koeficient korelacije −0,170 
Vrednost p (2-stranski test) 0,661 
Število vzorcev 9 
Grubelnik, G. Izražanje transkripcijskega dejavnika NANOG pri predrakavih spremembah in PR ustne votline. 




Slika 12. Zaporedje promotorske regije gena NANOG. Vsa mesta CpG transkripta NANOG-201 
(ENST00000229307.9; >12 dna:chromosome:GRCh38:12:7787400:7791801:1), katerih metilacijski 
status smo preverili, so označena s svetlo modro barvo in oštevilčena (1-41). Mesti, ki sta bili prisotni 
v naših zaporedjih, ne pa tudi v referenčnem zaporedju, sta označeni z zeleno barvo (CpG št. 22 (A-
>G) in št. 29 (T->G)). Ekson 1 je označen z modrim zaporedjem s podčrtanim zaporedjem TATA in z 
rdeče obarvanim timinom, ki označuje mesto začetka prepisovanja. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
56 33 78 33 10 40 40 70 70 70 
          
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
80 80 80 50 30 75 75 63 60 60 
          
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 
40 80 0 0 0 0 0 0 10 30 
          
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 
10 40 40 0 0 0 70 30 80 40 
          
41      Zaporedno število metilacijskega mesta v promotorju NANOG. 
63  
Odstotek vzorcev, pri katerih je bila prisotna razlika med metilacijskim statusom 
mesta CpG v promotorju NANOG ploščatoceličnega raka in histološko najmanj 
spremenjene sluznice ob PR. 
Slika 13. Barvna lestvica deleža preiskovancev z različnim statusom metilacije promotorja NANOG 
vzorcev histološko najmanj spremenjene sluznice ob ploščatoceličnem raku v primerjavi z vzorcem 
ploščatoceličnega raka istega bolnika. Rdeče obarvana so mesta CpG, kjer ni bilo razlike v 
metilacijskem statusu med parnimi vzorci, zeleni odtenki predstavljajo mesta CpG, kjer je bila razlika 
v metilacijskem statusu prisotna pri več kot 50 % testiranih parov, rumeni in oranžni odtenki 
predstavljajo vmesne vrednosti deležev. 
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5.1 Izražanje proteina in gena NANOG 
5.1.1 Izražanje proteina NANOG 
5.1.1.1 Izražanje proteina NANOG v fetalni in normalni ustni sluznici odraslih 
V vzorcih fetalne ustne sluznice nismo zaznali proteina NANOG, ne glede na gestacijsko 
starost. Podatkov o izražanju NANOG v ustni sluznici v literaturi o izražanju NANOG v 
humanem razvoju nismo zasledili [Grubelnik in sod., 2020a]. V fetalnih tkivih smo izražanje 
NANOG zaznali le v gonadah, kar je skladno z literaturo, ki opisuje ključno vlogo NANOG v 
zgodnjem embrionalnem razvoju [da Cunha in sod., 2013; Gong in sod., 2015; Hambiliki in 
sod., 2012; Hoei-Hansen in sod., 2005; Mato Prado in sod., 2015; Yu in Cirillo, 2020]. V 
fetalnem razvoju so poleg prisotnosti v gonadah opisali prisotnost proteina NANOG tudi v 
celicah zobnih brstov ter v srčnih mezenhimskih matičnih celicah, ki so jih izolirali iz 14 do 
16 tednov starih fetusov [Garikipati in sod., 2018]. Izražanje NANOG se utiša z 
napredovanjem rasti fetusa [Grubelnik in sod., 2020a].  
V normalni ustni sluznici odraslih nismo zaznali proteina NANOG, kar je skladno s podatki v 
literaturi. NANOG se namreč v večini zdravih tkiv odraslih ne izraža [Grubelnik in sod., 
2020a]. Po rojstvu se izražanje utiša in je v normalnem humanem tkivu odraslih 
nezaznavno, z izjemo izražanja v redkih celicah in tkivih [Grubelnik in sod., 2020a]. Izražanje 
so zaznali v mezenhimskih matičnih celicah, v matičnih celicah v testisih takoj po rojstvu ter 
šibko izražanje proteina NANOG le v nekaj posameznih celicah vzorcev tankega črevesa, 
ščitnice in materničnega vratu [Gong in sod., 2015; Hambiliki in sod., 2012; Hoei-Hansen in 
sod., 2005; Mato Prado in sod., 2015]. 
5.1.1.2 Izražanje proteina NANOG v ploščatoceličnih intraepitelijskih spremembah 
Izražanje proteina NANOG lahko zaznamo že v različnih predrakavih spremembah v grlu in 
ustni votlini [de Vicente in sod., 2019; Rodrigo in sod., 2017], materničnem vratu [Ye in 
sod., 2008] in želodcu [Zhang in sod., 2010].  
Podobni raziskavi, kot je naša, sta bili že narejeni na PIS grla in ustne sluznice [de Vicente in 
sod., 2019; Rodrigo in sod., 2017]. Prva skupina je vključevala 82 bolnikov s PIS grla (14 
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vzorcev PIS nizke stopnje in 68 vzorcev PIS visoke stopnje). Izražanje NANOG so zaznali v 
citoplazmi 49 (60 %) vzorcev PIS grla; od tega v 9 (64 %) PIS nizke stopnje in v 40 (59 %) PIS 
visoke stopnje. Močno citoplazmatsko reakcijo so zaznali v 4 (29 %) vzorcih PIS nizke 
stopnje in v 18 (26 %) vzorcih PIS visoke stopnje. Poleg citoplazmatske reakcije so zaznali 
tudi jedrno v 7 vzorcih PIS. Pri 55 % bolnikov s PIS grla, pri katerih so zaznali močno 
citoplazmatsko reakcijo NANOG, se je razvil PR grla v obdobju 5 let od postavljene diagnoze, 
medem ko se je ta razvil pri 20 % bolnikov, pri katerih so zaznali blago do zmerno reakcijo. 
V isti raziskavi je druga skupina bolnikov vključevala 86 bolnikov s PIS grla. V 23 (27 %) 
vzorcih so zaznali citoplazmatsko reakcijo, od tega v 7 vzorcih močno. V 9 vzorcih so zaznali 
obarvanje tudi v jedru [Rodrigo in sod., 2017]. V drugi raziskavi je bilo vključenih 55 bolnikov 
s PIS ustne sluznice, in sicer 42 s PIS nizke in 13 s PIS visoke stopnje. Izražanje NANOG so 
zaznali v 11 (20 %) vzorcih s PIS. Pozitivno reakcijo so zaznali v jedru v 2 (3,6 %) vzorcih in v 
citoplazmi v 9 (16,4 %) vzorcih. Močno citoplazmatsko reakcijo so zaznali pri 5 vzorcih PIS 
visoke stopnje [de Vicente in sod., 2019].  
Rezultati obeh raziskav so primerljivi z našimi [Grubelnik in sod., 2021]. V večini primerov 
je bila dokazana citoplazmatska reakcija, jedrna reakcija je bila prisotna v zelo nizkem 
odstotku. V obeh raziskavah tudi navajajo pomembno vlogo proteina NANOG že v 
predrakavih spremembah. Za razliko od objavljenih raziskav smo pri nas zaznali izražanje 
proteina v višjem odstotku primerov, in različno intenzivnost reakcije v PIS nizke stopnje 
(zelo šibka reakcija) in PIS visoke stopnje (intenzivna reakcija). Pri obeh omenjenih 
raziskavah namreč navajajo, da je izražanje NANOG v sluznici ob PIS visoke stopnje 
zanemarljivo ali odsotno. 
Protein NANOG je dober diagnostični označevalec, saj lahko izražanje NANOG zaznamo že 
v predrakavih spremembah ustne sluznice, kar smo pokazali v naši raziskavi. S pomočjo 
izražanja proteina NANOG bi lahko ločili prave prekanceroze od reaktivnih lezij [de Vicente 
in sod., 2019; Grubelnik in sod., 2020a; Grubelnik in sod., 2021; Rodrigo in sod., 2017; Zhao 
in sod., 2018]. 
5.1.1.3 Izražanje proteina NANOG v ploščatoceličnem raku ustne votline 
V primerjavi z literaturo smo pri naših vzorcih izražanje proteina NANOG zaznali v višjem 
odstotku vzorcev PR s pozitivno reakcijo v citoplazmi. V predhodni raziskavi so pri 62 
bolnikih s PR ustne votline izražanje NANOG zaznali večinoma v jedru, deloma pa tudi v 
citoplazmi. Reakcija je bila pri 21 vzorcih močna, pri 22 blaga in pri 19 vzorcih šibka ali 
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negativna. V vzorcih PR N+ je bila močna reakcija prisotna v višjem številu vzorcev (n = 12) 
kot v PR N0 (n = 9) [Kim in sod., 2017], kar je skladno z našimi rezultati. Podobna raziskava 
na 60 vzorcih PR ustne votline je prav tako pokazala predvsem jedrno in deloma tudi 
citoplazmatsko reakcijo. V 19 vzorcih je bila reakcija močna, v 10 zmerna, v 14 vzorcih šibka 
in v 17 vzorcih negativna. Močna reakcija je bila prisotna v višjem številu vzorcev PR N+ v 
primerjavi s PR N0 [Ravindran in sod., 2015]. V naslednji raziskavi, v katero so vključili 57 
bolnikov s PR ustne votline, je bila imunohistokemična reakcija NANOG močna v 21 
primerih, v 18 zmerna in v 18 šibka ali negativna, večinoma jedrna, vendar so zaznali 
NANOG tudi v citoplazmi [Liu in sod., 2020]. Nasprotno z našimi rezultati so v raziskavi s 50 
bolniki s PR ustne votline NANOG sporadično zaznali v jedru pri 10 vzorcih (20 %) in v največ 
10 % vseh celic [Habu in sod., 2015]. V raziskavi na 122 vzorcih PR ustne votline pa so 
izražanje NANOG zaznali le v 39 (32 %) vzorcih z večinoma citoplazmatsko reakcijo. Od tega 
so NANOG zaznali v PR N0 (n = 75) v 26 (35 %) vzorcih in v PR N+ (n = 47) v 13 (28 %) vzorcih 
[de Vicente in sod., 2019].  
5.1.1.4 Jedrna ali citoplazmatska reakcija pri imunohistokemičnem barvanju proteina 
NANOG 
Zakaj prihaja do različnega obarvanja proteina NANOG, še ni natančno znano. V predhodni 
raziskavi so z istim protitelesom, kot smo ga uporabili mi, pri različnih celičnih linijah raka 
materničnega vratu zaznali citoplazmatsko reakcijo, pri liniji embrionalnega raka pa jedrno 
in citoplazmatsko reakcijo [Gu in sod., 2012]. To nakazuje, da lahko z istim protitelesom pri 
različnih celicah dobimo različno obarvanje proteina NANOG. Glede na podatke iz literature 
protitelo, ki smo ga uporabili v naši raziskavi, nalega blizu terminalnega dela N- proteina 
NANOG [Mikulenkova in sod., 2020]. S prenosom western so s tem protitelesom na celični 
liniji embrionalnega rabdomiosarkoma dokazali prisotnost NANOG samo v citoplazmatski 
frakciji celic, medtem ko so pri celični liniji embrionalnega karcinoma dokazali prisotnost 
predvsem v jedrni, šibko pa tudi v citoplazmatski celični frakciji, kar še dodatno nakazuje na 
različno procesiranje NANOG v različnih celicah. Dodatno so v isti objavi pokazali, da lahko 
z drugim protitelesom, ki zaznava večje prodročje proteina, vključno s terminalno domeno 
N, dobimo signal tako v jedru kot citoplazmi [Mikulenkova in sod., 2020]. Poleg tega so na 
modelu in vitro natančno preučili vlogo posameznih domen proteina NANOG. Tako naj bi 
bil znotraj regije terminalnega dela C proteina NANOG signal za njegov transport v jedro in 
del, ki je ključen za njegovo delovanje kot transkripcijski aktivator. Kaspaze, ki sodelujejo 
pri zgodnji diferenciaciji celic, lahko cepijo protein NANOG v terminalni domeni N, kar 
posledično privede do krajše oblike proteina [Chang in sod., 2009]. Da lahko NANOG deluje 
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kot transkripcijski dejavnik, se mora transportirati v jedro s pomočjo za transport ključne 
terminalne domene C. Predvidevamo, da terminalni del N, ki ga zaznamo z našim 
protitelesom, lahko ostane v citoplazmi, NANOG pa še vedno opravi svojo vlogo kot 
transkripcijski dejavnik. Na podlagi vseh rezultatov predvidevamo, da se protein NANOG 
različno procesira v različno diferenciranih celicah in tkivih oziroma v različnih fizioloških in 
patoloških pogojih [de Vicente in sod., 2019].  
5.1.2 Izražanje gena NANOG  
5.1.2.1 Izražanje gena NANOG v normalni ustni sluznici  
Naši rezultati potrjujejo, da histološko najmanj spremenjena sluznica ob karcinomu ni 
primerna kot kontrolni vzorec, saj se izražanje NANOG pri histološko najmanj spremenjeni 
ustni sluznici ob PR razlikuje od normalne ustne sluznice zdravih oseb. Poleg tega smo 
zaznali pri histološko najmanj spremenjeni ustni sluznici ob PR zelo blago reakcijo tudi na 
protein NANOG, kar dodatno potrjuje, da takšna sluznica verjetno že vsebuje spremembe, 
ki so podobne PIS nizke stopnje. Naši rezultati izražanja NANOG so skladni z rezultati 
raziskave, v kateri so pokazali, da se normalna sluznica debelega črevesa in histološko 
normalna sluznica ob raku debelega črevesa in danke razlikujeta, ko so primerjali izražanje 
mnogih različnih genov [Dampier in sod., 2020].  
5.1.2.2 Izražanje gena NANOG v ploščatoceličnih intraepitelijskih spremembah 
Podatkov o izražanju NANOG mRNA v vzorcih PIS v procesu kancerogeneze PR ustne votline 
nismo zasledili. Zanimiv je predvsem naš rezultat, da je v procesu kancerogeneze značilno 
najvišje izražanje gena NANOG pri PIS nizke in PIS visoke stopnje, kot tudi, da je bilo 
izražanje gena NANOG zelo podobno med parnimi vzorci PIS nizke in visoke stopnje. 
5.1.2.3 Izražanje gena NANOG v ploščatoceličnem raku ustne votline  
Na manjšem številu vzorcev smo pri analizi ugotovili značilno razliko med izražanjem gena 
NANOG med skupinama PR N0 in PR N+. Rezultati so skladni s predhodno raziskavo, v kateri 
so pokazali, da je povišano izražanje NANOG v povezavi s prisotnostjo zasevkov v lokalnih 
bezgavkah [Rodrigues in sod., 2018], vendar pa na večjem številu vzorcev te razlike nismo 
potrdili, kar se ujema z raziskavo, kjer niso našli povezave med izražanjem gena NANOG in 
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prisotnostjo zasevkov v lokalnih bezgavkah [Baghai Naini in sod., 2019]. Zaključimo lahko, 
da NANOG na nivoju mRNA ni primeren označevalec za ločevanje med PR N0 in PR N+. 
Da je NANOG pomemben pri kancerogenezi, so pokazali tudi s poskusi in vitro, kjer so z 
utišanjem NANOG proces kancerogeneze ustavili [Gong in sod., 2015]. Podatkov o izražanju 
gena NANOG v PR ustne votline je v dostopni literaturi malo.  
Z analizo in silico javno dostopnih podatkov izražanja genov, pridobljenih s sekvenciranjem 
RNA, so na kohorti bolnikov s PR ustne votline (n = 172) pokazali povišano izražanje gena 
NANOG pri samo 2,9 % vzorcev v primerjavi z normalnim tkivom, kar se ne ujema z našimi 
rezultati. Z isto raziskavo pa so v kohorti 530 bolnikov s PR glave in vratu pokazali, da je bilo 
izražanje gena NANOG značilno višje v vzorcih tumorjev v primerjavi z normalnim tkivom 
[de Vicente in sod., 2019], kar je skladno z našimi rezultati. 
Z raziskavo, ki so jo opravili na PR jezika, v katero so vključili vzorce 24 PR in vzorce 
histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR istih bolnikov, so pri vseh vzorcih PR zaznali 
NANOG, pri dveh vzorcih (8,3 %) histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR pa 
izražanja niso zaznali [Rodrigues in sod., 2018]. Ti rezultati so podobni našim, saj smo 
izražanje gena NANOG zaznali v vseh testiranih vzorcih, vklopljenih v parafin, pri 10 vzorcih 
(11 %) histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR, shranjene v stabilizacijski tekočini 
RNAlater, pa izražanja nismo zaznali. V isti raziskavi navajajo, da je bilo izražanje gena višje 
v histološko najmanj spremenjeni sluznici ob PR v primerjavi s PR [Rodrigues in sod., 2018], 
kar se z našimi rezultati ne ujema, saj mi razlike med izražanjem NANOG pri vzorcih PR in 
vzorci histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR nismo pokazali. Naši rezultati so 
podobni kot v raziskavi, opravljeni na 30 vzorcih PR ustne votline in histološko normalnih 
vzorcih ob PR, kjer med skupinama niso zaznali značilne razlike v izražanju NANOG [Baghai 
Naini in sod., 2019]. 
Iz rezultatov zgoraj naštetih raziskav lahko sklepamo, da je odstotek vzorcev, pri katerem 
so zaznali mRNA NANOG, med raziskavami različen, kar je lahko posledica različnega načina 
shranjevanja vzorcev, uporabe različnih kompletov in naprav za izolacijo in detekcijo, 
različnega procesiranja in analize vzorcev. 
Naši rezultati izražanja gena NANOG torej kažejo, da je bilo pri PR izražanje nižje kot pri 
histološko najmanj spremenjeni ustni sluznici ob PR, pri vseh skupinah vzorcev pa je bilo 
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izražanje v primerjavi z izražanjem v normalni ustni sluznici povišano. Naši rezultati tako 
nakazujejo, da je izražanje gena NANOG ključno v zgodnji fazi kancerogeneze PR.  
Pomembno je tudi, da smo na proteinskem nivoju zaznali razliko med analiziranimi 
skupinami. Ti rezultati nakazujejo, da se izražanje mRNA razlikuje od izražanja proteina in 
poteka regulacija NANOG najverjetneje tudi na posttranskripcijskem nivoju.  
5.1.3 Diagnostična uporaba mRNA in proteina NANOG  
Naši rezultati nakazujejo, da bi lahko na podlagi izražanja NANOG mRNA ločili normalno 
ustno sluznico od PIS nizke stopnje (AUC = 0,832 ±  0,074; p < 0,001) in od PIS visoke stopnje 
(AUC = 0,778 ±  0,075; p = 0,002). V dostopni literaturi nismo zasledili podatka o izražanju 
NANOG mRNA v PIS ustne votline z metodo ROC za oceno diagnostičnega potenciala 
NANOG. V predhodnih raziskavah je bila z metodo ROC pokazana diagnostična vrednost 
izražanja NANOG mRNA pri glioblastomu in ustreznih kontrolah [Fawzy in sod., 2018]. Na 
proteinskem nivoju pa je NANOG dober kandidatni diagnostični označevalec, s pomočjo 
katerega bi lahko ločili pravo displazijo (PIS) od reaktivnih lezij [de Vicente in sod., 2019; 
Grubelnik in sod., 2020a; Rodrigo in sod., 2017; Zhao in sod., 2018]. Na podlagi naših 
rezultatov zaključujemo, da je uporaba imunohistokemičnega označevanja proteina 
NANOG potencialno zelo uporabna zaradi ugodne, enostavne in hitre analize rezultatov, 
analiza izražanja mRNA pa se zdi zaradi dražje in časovno bolj zamudne tehnologije 
trenutno manj uporabna. 
5.2 Vpliv proteinskih regulatorjev na izražanje NANOG v procesu 
kancerogeneze ploščatoceličnega raka ustne votline 
V naši raziskavi smo preverili izražanje genov nekaterih proteinskih regulatorjev NANOG: 
SOX2, OCT4/POU5F1, KLF4, NOTCH1 in AGR2. Naši rezultati nakazujejo, da imajo SOX2, 
OCT4/POU5F1, KLF4, NOTCH1 in AGR2 najverjetneje pomembno vlogo pri regulaciji 
izražanja gena NANOG pri PR ustne votline, saj smo pokazali pozitivno korelacijo vseh 
testiranih mRNA regulatorjev z izražanjem NANOG. Pri vzorcih PIS visoke in nizke stopnje 
smo prav tako pokazali pozitivno korelacijo med večino analiziranih mRNA regulatorjev 
NANOG, razen pri AGR2, zato lahko sklepamo, da so vključeni v regulacijo NANOG že v 
začetnih fazah kancerogeneze PR. 
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Tudi pri izražanju regulatorjev smo zaznali razliko med vzorci normalne ustne sluznice in 
vzorci histološko najmanj spremenjene ustne sluznice bolnikov s PR, kar dodatno potrjuje 
našo domnevo, da slednja ni ustrezna kot kontrolni vzorec. 
Večina predhodnih raziskav regulacije NANOG je bila opravljena v povezavi s 
transkripcijskima dejavnikoma OCT4/POU5F1 in SOX2, ki se lahko vežeta neposredno na 
promotor gena NANOG [Mato Prado in sod., 2015]. Naši rezultati so skladni s predhodnimi 
raziskavami, ki so pokazale korelacijo izražanja OCT4/POU5F1 in SOX2 z izražanjem NANOG 
pri PR [Gong in sod., 2015; Ram in sod., 2017; Takeda in sod., 2017; Yu, B. in sod., 2016]. 
Transkripcijski dejavnik KLF4 lahko deluje kot onkogen ali tumorski zaviralec [Baillie in sod., 
2017; Takeda in sod., 2017; van Schaijik in sod., 2018] in lahko skupaj z OCT4/POU5F1 in 
SOX2 direktno aktivira izražanje NANOG [Chan in sod., 2009]. NOTCH1 je transmembranski 
receptor, ki so ga pri PR povezali s slabo napovedjo in razvojem zasevkov [Kerr in sod., 
2008]. V raziskavi na celičnih linijah raka dojke se je izražanje NOTCH1 močno znižalo, ko so 
utišali izražanje NANOG s pomočjo malih interferenčnih RNA [Dehghan Harati in sod., 
2019]. Za izražanje AGR2 so pokazali značilno povišano izražanje pri vzorcih PR glave in 
vratu v primerjavi z normalnim tkivom. Povezavo z NANOG so pokazali pri celičnih linijah 
raka glave in vratu, kjer se je po izbrisu gena AGR2 znižalo tudi izražanje NANOG [Ma in 
sod., 2015a]. Korelacije AGR2 z NANOG na nivoju mRNA pri vzorcih PR v literaturi nismo 
zasledili. 
5.3 Izražanje potencialno regulatornih mikro RNA  
Analizirali smo izražanje izbranih miRNA, ki lahko vplivajo na regulacijo NANOG v procesu 
kancerogeneze PR (miR-27a, miR-34a, miR-99b, miR-137, miR-145 in miR-335). Naši 
rezultati nakazujejo, da so z regulacijo izražanja NANOG v PR in PIS verjetno povezane miR-
34a, za katero smo pokazali korelacijo pri PR, in miR-145 ter miR-335, za kateri smo pokazali 
korelacijo pri PIS. Gen NANOG se je izražal tudi v normalni sluznici, kar skupaj z odsotnostjo 
izražanja proteina v normalni sluznici odraslih in močnim izražanjem proteina v PIS visoke 
stopnje in v PR nakazuje na pomembno vlogo posttranskripcijskih regulatornih 
mehanizmov, med katerimi so tudi miRNA. 
NANOG naj bi imel vezavno mesto za miR-27a [Ma in sod., 2015b], kljub temu pa nismo 
uspeli pokazati korelacije med izražanjem NANOG in miR-27a. Raziskave navajajo, da je 
miR-27a pri PR povezana z negativno regulacijo SOX2, kljub temu pa je vloga miR-27a pri 
PR slabo raziskana [Zeng in sod., 2016; Zhang, J. in sod., 2019].  
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Predhodne raziskave navajajo zvišano izražanje NANOG in znižano izražanje miR-34a pri PR 
v primerjavi s kontrolnimi vzorci [Manikandan in sod., 2015; Patel in Rawal, 2016; Scapoli 
in sod., 2010], kar je skladno z našimi rezultati. Izražanje NANOG so povezali tudi z 
regulacijo izražanja miR-34a preko proteina p53, ki naj bi direktno vplival na povišano 
izražanje pro-apoptotske miR-34a [Avtanski in sod., 2016; Manikandan in sod., 2015]. V 
naših vzorcih PR smo prav tako uspeli pokazati pozitivno korelacijo NANOG z miR-34a.  
Na humanih embrionalnih in cervikalnih celičnih linijah so pokazali, da naj bi miR-145 z 
vezavo na NANOG utišala njegovo izražanje [Wang, Y. in sod., 2013; Zhou in sod., 2017]. 
miR-145 naj bi imela tumorsko zaviralno vlogo pri različnih rakih. V raziskavah so pokazali 
značilno nižje izražanje miR-145 v PR v primerjavi z normalnim tkivom [Bufalino in sod., 
2015; Gao in sod, 2013; Shao in sod., 2013], kar je v nasprotju z našimi rezultati. V naših 
vzorcih smo pokazali pozitivno korelacijo NANOG z miR-145, kar je skladno z vzorcem 
izražanja NANOG v primerjavi z izražanjem miR-145.  
miR-335 je bila pri PR v korelaciji z velikostjo tumorja, kar potrjujejo tudi naši rezultati 
povezave te miRNA s statusom T, ki naj bi imela vlogo tumorsko zaviralne miRNA [Tavazoie 
in sod., 2008]. V naših vzorcih smo pokazali pozitivno korelacijo NANOG z miR-335.  
Korelacija izražanja gena NANOG z miRNA nakazuje na posttranskripcijski nivo regulacije.  
5.4 Izražanje dolgih nekodirajočih RNA s potencialnim vplivom na 
izražanje NANOG 
Analizirali smo izražanje izbranih lncRNA, RoR, SNHG1 in AB209630, ki lahko vplivajo na 
regulacijo NANOG v kancerogenezi PR. lncRNA, ki smo jih testirali, se sicer niso izražale v 
vseh vzorcih, kljub temu pa naši rezultati nakazujejo, da se izražanje RoR v PIS visoke 
stopnje in PR zelo poviša v primerjavi z normalno sluznico. Izražanje RoR je bilo v pozitivni 
korelaciji z izražanjem NANOG.  
RoR je dolga intergenska nekodirajoča RNA, ki deluje kot kompetitivna endogena RNA z 
domnevno pomembno vlogo v kancerogenezi. V predhodnih raziskavah so pokazali 
značilno povišano izražanje RoR in znižano izražanje miR-145 pri nediferenciranih tumorjih 
ustne votline. Z rezultati poskusov na celičnih linijah so zaključili, da naj bi RoR delovala kot 
»spužva« za miR-145 in tako posledično povzročila povišano izražanje NANOG [Arunkumar 
in sod., 2017; Chen in sod., 2017]. Na celičnih linijah so pokazali, da lahko RoR posredno 
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prepreči znižano izražanje NANOG z vezavo miR-145 [Wang, Y. in sod., 2013]. Naši rezultati 
so pokazali podoben vzorec, saj je bilo v naših vzorcih PR in PIS visoke stopnje izražanje RoR 
zelo povišano v primerjavi z izražanjem v normalni ustni sluznici; slednje je skladno s 
pozitivno korelacijo izražanja RoR z NANOG.  
V naši raziskavi je bilo izražanje lncRNA AB209630 v PIS visoke stopnje znižano in zelo 
povišano pri PR v primerjavi z normalno sluznico. Podatki o lncRNA AB209630, ki je bila šele 
pred kratkim opisana pri PR spodnjega žrela, so pomanjkljivi. Izražanje AB209630 je bilo v 
tumorjih znižano v primerjavi s pripadajočim normalnim tkivom, kakšen vpliv ima na potek 
kancerogeneze pa še ni povsem znano [Zhou in sod., 2016]. Znižano izražanje v primerjavi 
s pripadajočim tkivom so pokazali tudi pri raku jeter in trebušne slinavke [Li in sod., 2017; 
Wang, L. in sod., 2018]. Na celičnih linijah raka trebušne slinavke so pokazali, da bi lahko 
bilo izražanje NANOG povezano z izražanjem AB209630 [Chen in sod., 2019]. Raziskav, ki bi 
obravnavale izražanje AB209630 v PR, nismo zasledili. Naši rezultati so v nasprotju s 
predhodnimi raziskavami pri drugih rakih, saj je bilo izražanje AB209630 v naših vzorcih 
povišano v PR v primerjavi z normalno sluznico, s pripadajočo sluznico ob PR pa je bilo 
izražanje primerljivo. 
Izražanje lncRNA SNHG1 je v naši raziskavi zvezno naraščalo v procesu kancerogeneze. 
Podatkov o izražanju SNHG1 v PR nismo zasledili. SNHG1 je lncRNA, katere povišano 
izražanje so pokazali pri različnih rakih, vendar mehanizem regulacije še ni povsem poznan. 
SNHG1 naj bi delovala kot »spužva« za direktno vezavo miR-145 in tako povzročila njeno 
znižano izražanje. Izražanje SNHG1 je bilo povišano pri drobnoceličnem pljučnem raku, raku 
grla in raku debelega črevesa in danke, poleg tega pa so izražanje povezali z zasevanjem, 
širjenjem tumorja in slabšo prognozo [Lan in Liu, 2019; Lin in sod., 2018; Lu in sod., 2018; 
Thin in sod., 2019; Tian in sod., 2018; Yu in sod., 2019]. NANOG bi lahko bil reguliran s 
SNHG1 posredno preko regulacije izražanja miR-145. 
Raziskava, ki bi obravnavala povezavo NANOG in testiranih lncRNA v poteku kancerogeneze 
PR, sicer ni tema te doktorske naloge, predstavlja pa izziv za prihodnost. Povezavo med 
izražanjem NANOG mRNA in izražanjem proteina lahko le delno pojasnimo, zato lahko 
lncRNA predstavljajo nov, pomemben posttranskripcijski nivo regulacije izražanja NANOG 
v PR ustne votline. 
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5.5 Analiza števila kopij NANOG v ploščatoceličnem raku ustne votline 
Spremenjeno število kopij genov je pogost pojav pri raku in lahko vpliva na njihovo 
spremenjeno izražanje [Lauer in Gresham, 2019; Shlien in Malkin, 2009], kar so tudi 
pokazali v obsežnih meta-analizah, funkcijskih poskusih in korelacijah analizah med 
genetskimi spremembami in izražanjem genov [Gerstung in sod., 2020; Li in sod., 2020]. 
Spremenjeno število kopij različnih genov so v predhodnih raziskavah pokazali tudi v PR [Gu 
in sod., 2019; Zagradišnik in sod., 2018].  
Analize števila kopij NANOG v PR ustne votline v predhodnih raziskavah nismo zasledili. 
Zapis za NANOG se nahaja na krajši ročici 12. kromosoma, s kromosomsko lokacijo 
12p13.31 [Booth in Holland, 2004; Mato Prado in sod., 2015]. Glede na podatke v literaturi 
[Gong in sod., 2015] sta na kromosomu 12 dve kopiji NANOG in dve kopiji psevdogena 
NANOGP1. Sonda za NANOG, ki smo jo uporabili za določanje števila kopij NANOG, nalega 
na intronsko regijo med eksonom ena in dve, zato ostalih psevdogenov (NANOGP2-11) ni 
zaznala, saj v zaporedju ne vsebujejo intronske regije.  
Regija z zapisom za NANOG je pogosto tarča duplikacij in amplifikacij v humanih tumorjih 
[Laurent in sod., 2011; Mato Prado in sod., 2015]. V predhodni raziskavi so pri različnih 
celičnih linijah pri poznih celičnih pasažah pokazali spremenjeno število kopij NANOG in 
NANOGP1 (duplikacije). Domnevajo, da je do duplikacij prišlo med presajanjem celic 
[Laurent in sod., 2011].  
Naši rezultati so pokazali, da so v vzorcih PR in v vzorcih histološko najmanj spremenjene 
sluznice ob PR povprečno prisotne štiri kopije NANOG. Predvidevamo, da sta od štirih kopij 
najverjetneje dve kopiji NANOG in dve kopiji NANOGP1. To je skladno z literaturo, saj se na 
tej kromosomski lokaciji v enaki orientaciji kot NANOG nahaja tudi zapis za njegovo 
tandemsko ponovitev, psevdogen NANOGP1 (NANOG2), katerega kodirajoče nukleotidno 
zaporedje se ujema z zaporedjem NANOG v 97 % [Booth in Holland, 2004]. V povprečju se 
v vzorcih PR število kopij NANOG razlikuje od števila kopij v histološko najmanj spremenjeni 
ustni sluznici ob PR. Med skupinami PR z različnim statusom T ter N nismo ugotovili 
značilnih razlik v številu kopij NANOG, prav tako ni bilo korelacije med številom kopij 
NANOG in izražanjem gena NANOG. Najverjetneje ima spremenjeno število kopij NANOG v 
kancerogenezi PR manjšo vlogo.  
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5.6 Analiza metilacije promotorja NANOG v ploščatoceličnem raku ustne 
votline 
Transkripcija je lahko regulirana tudi z metilacijo citozinov promotorske regije, kar je eden 
izmed pogosteje preučenih mehanizmov utišanja genov [Liu in sod., 2020; Nettersheim in 
sod., 2011]. Hipermetilirane regije v normalnih celicah lahko v procesu kancerogeneze 
postanejo hipometilirane, kar lahko omogoči prepis genov, kot je NANOG [Liu in sod., 2020; 
Nettersheim in sod., 2011]. Raziskave o metilacijskem statusu promotorja NANOG kažejo 
spremenjeno metilacijo pri različnih rakavih celičnih linijah, kjer je bil promotor NANOG 
hipermetiliran ali hipometiliran [Noguchi in sod., 2019; Wang, X.Q. in sod., 2013]. V procesu 
nevrogeneze je v nediferenciranih celicah hipometiliran in v diferenciranih celicah 
hipermetiliran [Deb-Rinker in sod., 2005]. V procesu humane spermatogeneze je promotor 
hipometiliran, prav tako pri fetalnih gonocitih in v spermatogoniju odraslih, in 
hipermetiliran v testisih odraslih in v spermi [Netthersheim in sod., 2011]. Analize 
metilacijskega stanja promotorja NANOG v PR ustne votline nismo zasledili.  
Pet metilacijskih mest, ki so najbližje mestu začetka prepisa (rdeče obarvan timin (T) in 
mesta, označena s št. 37-41 na sliki 9), so v predhodni raziskavi analizirali v procesu razvoja 
in jih povezali z utišanjem NANOG med potekom diferenciacije celic [Netthersheim in sod., 
2011]. Naši rezultati metilacije teh petih mest CpG nakazujejo, da imajo morebiti pomen 
tudi v PR, saj smo v naših vzorcih na teh mestih zaznali 30-80 % razliko v metilaciji v PR v 
primerjavi s histološko najmanj spremenjeno ustno sluznico ob PR.  
Sklepamo, da je spremenjena metilacija promotorske regije NANOG v PR prisotna, vendar 
ima na regulacijo izražanja NANOG v procesu kancerogeneze najverjetneje manjši vpliv, saj 
med deležem metilacije in izražanjem gena NANOG ni bilo korelacije. V nadaljnjih 
raziskavah bi bilo smiselno preveriti stopnjo metilacije z natančnejšo metodo 
pirosekvenciranja predvsem tistih CpG mest, pri katerih smo pokazali razliko v deležu 
metilacije. 
5.7 Omejitve raziskave 
Omejitev naše raziskave predstavljajo vzorci, shranjeni v stabilizacijski tekočini RNAlater, ki 
sicer zagotavlja zelo dobro ohranjeno RNA in DNA. To nam omogoča analizo izražanja 
genov, miRNA in lncRNA ter tudi analizo števila kopij genov. Vzorci so zelo primerni tudi za 
analizo metilacije promotorja zaradi bolj ohranjene DNA, ki je zaradi daljših odsekov manj 
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podvržena poškodbam pri bisulfitni pretvorbi ter omogoča pomnoževanje daljših 
fragmentov pri sekvenciranju po Sangerju. Tako shranjeni vzorci imajo pomembno 
pomanjkljivost: ocena sprememb je bila narejena le na makroskopskem nivoju pred 
odvzemom, histopatološka analiza vzorcev ni mogoča, zato ni jasno, kaj analiziramo, vzorci 
makroskopsko normalne sluznice lahko vsebujejo predrakave spremembe ali celo 
karcinom.  
Drugo omejitev predstavljajo vzorci, fiksirani v formalinu in vklopljeni v parafin, kjer pride 
zaradi obdelave in načina shranjevanja tkiva do modifikacij in fragmentacije nukleinskih 
kislin, kar omeji možnosti za genetske analize, vendar pa dostopna molekularna tehnologija 
kljub temu omogoča uspešno analizo izražanja genov, miRNA in tudi lncRNA. Pomembna 
prednost tako shranjenih vzorcev je ta, da lahko pred izolacijo nukleinskih kislin s 
histopatološkim pregledom opredelimo spremembe, prisotne v vzorcu. 
Omeniti želimo še eno omejitev: na manjšem številu vzorcev tkivnih rezin smo pri analizi 
izražanja gena NANOG ugotovili značilno razliko med skupinama PR z in brez zasevkov, 
vendar pa na večjem številu vzorcev, shranjenih v stabilizacijski tekočini RNAlater, te razlike 
nismo potrdili. Razlika v rezultatu je lahko posledica različnega števila vzorcev, različno 
shranjenih vzorcev in različne normalizacije pri analizi rezultatov, saj so bili pri vzorcih 
tkivnih rezin na voljo vzorci histološko najmanj spremenjene ustne sluznice ob PR, medtem 
ko pri analizi rezultatov izražanja v vzorcih, shranjenih v stabilizacijski tekočini RNAlater, 
normalizacija z vzorci histološko najmanj spremenjene ustne sluznice ob PR ni bila mogoča. 
Dodatna omejitev naše raziskave je razlika v lokalizaciji proteina NANOG. Zakaj prihaja do 
različnega obarvanja NANOG, še ni znano, vendar so v predhodnih raziskavah z istim 
protitelesom pri različnih celicah dobili različno lokalizacijo obarvanja NANOG. Kljub temu 
da v PIS in PR nismo zaznali jedrne reakcije, lahko NANOG še vedno opravi svojo vlogo kot 
transkripcijski dejavnik. Odstopanja pri rezultatih v izražanju NANOG pri različnih raziskavah 
so lahko delno tudi posledica metodoloških in detekcijskih razlik pri analizi rezultatov. Kljub 
temu da smo zaznali samo citoplazmatsko reakcijo, je NANOG dober kandidatni 
diagnostični označevalec. 
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• NANOG je pomemben transkripcijski dejavnik, njegovo izražanje na nivoju proteina 
se utiša pred rojstvom, v normalnih tkivih se NANOG izraža le v gonadah.  
• Protein NANOG v vzorcih normalne ustne sluznice fetusov in odraslih ljudi ni prisoten. 
S tem smo 1. hipotezo, da je NANOG izražen v normalni ustni sluznici fetusa, ne pa v 
normalni ustni sluznici odraslih, le delno potrdili. 
• Izražanje NANOG je bilo v primerjavi z normalno sluznico na nivoju mRNA in na 
proteinskem nivoju povišano tako pri PIS visoke stopnje kot pri PR.  
• Na nivoju mRNA je bil NANOG izražen v vseh vzorcih, izražanje je bilo najnižje v 
normalni sluznici in najvišje pri PIS visoke stopnje. Pri PR je bilo izražanje nižje kot pri 
PIS visoke stopnje.  
• Na proteinskem nivoju v normalni sluznici nismo zaznali izražanja NANOG, pri PIS 
visoke stopnje ter pri PR pa smo zaznali močno izražanje proteina NANOG.  
S tem smo 2. hipotezo, da je izražanje NANOG povišano v predrakavih spremembah in PR 
ustne votline, potrdili. 
• Protein NANOG se ponovno izrazi v procesu kancerogeneze: izražanje je intenzivno v 
PIS visoke stopnje in PR, zato bi ga lahko uporabili kot diagnostični označevalec za 
natančnejšo opredelitev prekanceroznih sprememb, predvsem za ločevanje PIS 
visoke stopnje od PIS nizke stopnje, ter za ločevanje PIS od reaktivnih sprememb.  
• miRNA in lncRNA so verjetno med ključnimi regulatornimi mehanizmi izražanja 
NANOG; z miR-34a, miR-145, miR-335 ter RoR smo pokazali pozitivno korelacijo z 
izražanjem NANOG. 
• Z izražanjem NANOG so povezani proteinski regulatorji, saj smo pokazali pozitivno 
korelacijo izražanja NANOG z izražanjem SOX2, OCT4/POU5F1, KLF4, NOTCH1 in AGR2 
pri PR.  
• Metilacija promotorja in spremenjeno število kopij imata pri regulaciji NANOG 
verjetno manjšo vlogo, saj z izražanjem NANOG mRNA ni bilo korelacije. 
S tem smo 3. hipotezo, da je izražanje NANOG regulirano na nivoju DNA ali RNA bodisi z 
amplifikacijo oz. delecijo gena ali metilacijo bodisi z miRNA, delno potrdili. 
Grubelnik, G. Izražanje transkripcijskega dejavnika NANOG pri predrakavih spremembah in PR ustne votline. 
   Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta; Ljubljana, 2021. 
71 
 
• Spremenjeno izražanje mRNA ni povsem skladno z izražanjem proteina NANOG. V 
procesu kancerogeneze se je izražanje NANOG mRNA razlikovalo od izražanja 
proteina, kar kaže na pomembno vlogo regulacije na posttranskripcijskem nivoju. 
• Na nivoju mRNA je bilo izražanje najnižje v normalni sluznici, najvišje pa v PIS nizke in 
PIS visoke stopnje, pri PR se je izražanje ponovno znižalo. Na nivoju proteina pa je od 
negativne reakcije v normalni ustni sluznici intenzivnost pozitivne reakcije naraščala 
do močnega izražanja proteina pri PIS visoke stopnje in pri PR.  
• Izražanje NANOG mRNA je bilo zelo podobno med vzorci PIS nizke in visoke stopnje, 
ter med vzorci histološko najmanj spremenjene sluznice ob PR in PR, smo pa na 
proteinskem nivoju zaznali razliko v izražanju NANOG med temi skupinami.  
Zadnje hipoteze, da se spremenjeno izražanje mRNA odraža tudi na spremenjenem 
izražanju proteina NANOG, torej nismo potrdili. 
• Morfološko normalna sluznica ob raku že kaže spremembe v izražanju NANOG in 
njegovih regulatorjev in se torej pomembno razlikuje od morfološko normalne 
sluznice zdravih oseb. 
• Z raziskavo smo prispevali nova spoznanja o vlogi NANOG v razvoju karcinoma ustne 
votline in o regulaciji NANOG. 
• Nova spoznanja o regulaciji NANOG bodo koristna za bodoče raziskave dveh povsem 
različnih procesov – normalnega embrionalnega razvoja in kancerogeneze, kot 
primer, kako se fiziološki mehanizmi lahko uporabijo (zlorabijo) kot ključni mehanizmi 
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